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RESUMO 
Ulvanas são polissacarídeos sulfatados produzidos por algas verdes do gênero Ulva. 
Este trabalho teve por objetivo a obtenção de polissacarídeos modificados derivados 
da ulvana da alga U. fasciata. A ulvana foi caracterizada por métodos químicos e 
espectroscópicos, pelas díades 1,4-ligadas: A3S, β-D-GlcpA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato 
(39,3%); U3S, β-D-Xylp-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato (30,8%); B3S, α-L-IdopA-(1→4)-α-L-
Rhap 3-sulfato (17,5%) e U2’,3S, β-D-Xylp 2-sulfato-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato (12,0%). 
A modificação da ulvana via amidação com EDC originou o intermediário O-
acilisoureia e o subproduto N-acilureia, os quais foram caracterizados por RMN de 1H 
e HSQC. A ulvana foi modificada por reações de amidação com EDC e NHS em 
presença de n-pentilamina e das diaminas 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-
diaminoexano (HMD), originando, respectivamente, as ulvanas-amida inéditas Fd5m, 
Fd3 e Fd6, caracterizadas por RMN pelas correlações de C1/H1 de α-L-ramnose 3-
sulfato ligada à ácido β-D-glucurônico modificado por amidação. As ulvanas-amida 
Fd3 e Fd6, derivatizadas com diaminas, foram utilizadas na semissíntese dos 
polissacarídeos híbridos via aminação redutiva utilizando kappa-carrabiose (Kb). A 
semissíntese dos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb foi comprovada por RMN por meio das 
correlações de C1/H1,1’ das unidades de 3,6-anidrogalactose da Kb reduzida, ligada 
covalentemente à ulvana. A ulvana também foi modificada por meio de reações 
sequenciais de oxidação-aminação redutiva com as diaminas DAP e HMD, originando, 
respectivamente, as ulvanas-amina inéditas Fn3 e Fn6. Estas ulvanas-amina foram 
submetidas à uma segunda etapa de aminação redutiva com Kb, originando os 
híbridos-amina Fn3-Kb e Fn6-Kb, também caracterizados por métodos químicos e 
espectroscópicos. As ulvanas-amina Fn3, Fn6 e híbridos-amina Fn3-Kb e Fn6-Kb 
mostraram-se citotóxicas tanto para células de fibroblasto normal humano MRC-5 
quanto para células de melanoma metastático humano WM9. As ulvanas nativa, 
modificadas via amidação Fd5m, Fd3, Fd6 e híbridos-amida Fd3-Kb e Fd6-Kb 
mostraram baixa capacidade de alterar o metabolismo de fibroblasto normal humano 
MRC-5, ao passo que reduziram em média 30% da atividade metabólica das células 
de melanoma metastático humano WM9. Sugere-se que os derivados ulvana-amida 
apresentaram citotoxicidade seletiva para as células de linhagem tumoral WM9, o que 
traz perspectivas interessantes para o uso destas moléculas em terapias antitumoral. 
Os polissacarídeos inéditos derivados da ulvana de U. fasciata não exibiram atividade 
anticoagulante por ensaio de aPTT, assim como a ulvana nativa, o que traz 
perspectivas para utilização destas moléculas na composição de biomateriais. 
 
 





Ulvans are sulfated polysaccharides biosynthesized by green seaweeds of Ulva 
genus. This work aimed to obtain chemically modified polysaccharides of the ulvan 
isolated from U. fasciata. The ulvan was characterized by chemical and spectroscopic 
methods, by 1,4-linked dyads: A3S, β-D-GlcpA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfate (39,3%), U3S, 
β-D-Xylp-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfate (30,8%), B3S, α-L-IdopA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfate 
(17,5%) e U2’,3S, β-D-Xylp 2-sulfate-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfate (12,0%). Ulvan 
modification via amidation with EDC gave O-acylisourea intermediate and N-acylurea 
byproduct, which were characterized by 1H NMR and HSQC. Ulvan was modified by 
amidation reactions with EDC and NHS in the presence of n-pentylamine and diamines 
1,3-diaminopropane (DAP) and 1,6-diaminohexane (HMD), respectively, giving the 
novel fractions Fd5m, Fd3 and Fd6, characterized by C1/H1 correlations of α-L-
rhamnose 3-sulfate bound to β-D-glucuronic acid modified by amidation. Ulvans-amide 
Fd3 and Fd6, derivatized with diamines, were used in semi-synthesis of the hybrid 
polysaccharides via reductive amination using kappa-carrabiose (Kb). The semi-
synthesis of Fd3-Kb and Fd6-Kb hybrid polysaccharides was confirmed by the 
correlations attributed to C1/H1,1' units of the reduced 3,6-anhydrogalactose units of 
Kb, covalently attached to ulvan. Ulvan was also modified by sequential oxidation-
reductive amination reactions with DAP and HMD diamines, yielding the novel Fn3 and 
Fn6 fractions. Fn3 and Fn6 were submitted to a second reductive amination step with 
Kb, given hybrids Fn3-Kb and Fn6-Kb, which were characterized by chemical and 
spectroscopic methods. Fn3, Fn6, Fn3-Kb and Fn6-Kb were cytotoxic for both MRC-5 
human normal fibroblast cells and WM9 human metastatic melanoma cells. Ulvans 
Fd5m, Fd3, Fd6, Fd3-Kb and Fd6-Kb presented low ability to modify MRC-5 human 
normal fibroblast metabolism, although these fractions reduced approximately 30% of 
the metabolic activity of WM9 human metastatic melanoma cells. Therefore, it was 
suggested that ulvan-amide derivatives exhibited selective cytotoxicity for the WM9 
tumor cells, which brings interesting perspectives for the use of these molecules in 
antitumor therapies. These novel polysaccharides, obtained from U. fasciata, did not 
exhibit anticoagulant activity by aPTT assay, as well as native ulvan, which provides 
perspectives for the use of these molecules in the composition of biomaterials. 
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O mercado global de polímeros encontra-se em ascensão e estima-se que até 
2021 cresça mais de 8,1 bilhões de dólares, apenas no segmento de revestimento 
inteligente de superfícies (n-tech Research, 2016). 
Polissacarídeos apresentam elevado potencial no mercado de polímeros e 
têm sido utilizados em áreas anteriormente exclusivas de polímeros de petróleo. Estes 
biopolímeros são utilizados em diversos setores industriais como, agronômico, têxtil, 
alimentício, farmacêutico e cosmético (Campo et al., 2009). O aumento na demanda 
industrial por polissacarídeos é explicado por sua biodegradabilidade e pela facilidade 
de obtenção em grandes quantidades a partir de fontes renováveis (Šimkovic, 2008). 
Adicionalmente, polissacarídeos de origem marinha são destaque em estudos 
nas áreas de nanobiotecnologia para liberação controlada e alvo-específica de 
fármacos, curativos para lesões de pele, matrizes para engenharia de tecidos, terapias 
antitumoral, biosensores e tratamento de águas (Manivasagan e Oh, 2016). 
Estes biopolímeros de grande interesse biotecnológico são prontamente 
obtidos de algas marinhas, as quais constituem excelente fonte de moléculas com 
estruturas químicas particulares e representam fontes renováveis para obtenção de 
biomateriais (Lahaye e Robic, 2007; Morelli et al., 2016). 
Neste contexto, estratégias para modificações estruturais de polissacarídeos 
são efetivas na obtenção de moléculas inovadoras, que buscam suprir novas 
demandas biotecnológicas e industriais. As modificações químicas visam a adição de 
grupos hidrofóbicos, ácidos, básicos ou outras funcionalidades, que alteram as 
propriedades físico-químicas dos polissacarídeos (Cumpstey, 2013). 
Assim, o presente trabalho propõe modificações químicas de polissacarídeos 
do tipo ulvana, isolados da alga verde Ulva fasciata, utilizando duas estratégias: (1) 
reações de amidação envolvendo um grupo amina e a carboxila de unidades de ácido 
urônico do polímero e (2) oxidação dos monossacarídeos com hidroxilas vicinais 
seguida de aminação redutiva. A utilização de diaminas nas reações de amidação e 
aminação redutiva permite inserir grupos amino livres à ulvana, possibilitando a 
semissíntese de polissacarídeos híbridos naturalmente sulfatados por meio da adição 
de kappa-carrabiose, um dissacarídeo redutor obtido de kappa-carragenana. Os 
produtos das modificações químicas obtidos no presente trabalho constituem 
moléculas inovadoras que apresentam potenciais aplicações biotecnológicas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 POLISSACARÍDEOS SULFATADOS DE MACROALGAS MARINHAS 
Algas marinhas são importantes fontes de diversos compostos de estruturas 
singulares e de amplo interesse industrial (Michalak e Chojnacka, 2015). Dentre estes 
compostos, destacam-se os polissacarídeos, que podem corresponder a até 76% do 
peso seco das algas (Kraan, 2012). 
Os polissacarídeos da parede celular das algas são biossintetizados tanto em 
condições normais quanto em condições de estresse fisiológico (Singh et al., 2017). 
Eles consistem em celulose e hemiceluloses e ainda polissacarídeos solúveis, 
geralmente sulfatados, sintetizados na matriz extracelular. Celulose e hemiceluloses 
oferecem sustentação no ambiente aquático, enquanto a matriz extracelular promove 
regulação mecânica, osmótica ou iônica, garantindo a adaptação das algas ao 
ambiente marinho (Kraan, 2012; Kloareg e Quatrano, 1988). 
A versatilidade das macroalgas marinhas como fonte renovável de 
biomateriais incentiva esforços para a produção de biomassa em biorefinarias de 
algas, projetadas para a produção, em larga escala, de polissacarídeos e outros 
compostos de interesse (Masarin et al., 2016). Neste contexto, o potencial 
biotecnológico dos polissacarídeos pode ser explorado de forma sistemática para 
expandir a produção das biomoléculas. 
Os polissacarídeos isolados da matriz extracelular das algas marinhas 
apresentam características particulares em função da composição monossacarídica e 
diversidade estrutural. Além da presença de monossacarídeos raros, suas estruturas 
químicas apresentam variações nos tipos e posições das ligações glicosídicas, 
distribuição e grau de ramificações, massa molar e grupos O-substituintes, como éster 
de sulfato, éter de metil, acetal de ácido pirúvico, glicosilações, entre outros (De Ruiter 
e Rudolph, 1997; Lahaye e Robic, 2007; Zibetti et al., 2009). 
Dentre os polissacarídeos produzidos por algas marinhas, destacam-se as 
ulvanas e galactanas sulfatadas produzidas, respectivamente, por algas verdes e 
vermelhas (Mayakrishnan et al., 2013). Estes biopolímeros são capazes de estimular 
a saúde humana, podendo ser utilizados como fonte de alimentos funcionais e 
prebióticos (Lovegrove et al., 2017; Raposo et al., 2016; Wells et al., 2017). 
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As diversas funções desempenhadas por polissacarídeos e/ou carboidratos 
em sistemas biológicos correlacionam-se com a complexidade estrutural destas 
moléculas. A importância dos carboidratos presentes em proteoglicanas, 
glicoproteínas e glicolipídeos é comprovada em vários eventos biológicos como, 
infecções virais e bacterianas, crescimento tumoral, metástase e processos 
inflamatórios (Groth et al., 2009; Meissen et al., 2009, Bishop et al., 2007). 
Os polissacarídeos sulfatados atuam nos sistemas biológicos por meio de 
interações com proteínas celulares, formando complexos estericamente orientados. A 
regulação de processos biológicos por polissacarídeos sulfatados não resulta apenas 
da densidade eletrônica de cargas e interações eletrostáticas, pois requer o conjunto 
de atributos estruturais que resultam no sinal necessário para o desenvolvimento da 
sinalização celular, reconhecimento e interações moleculares (Pomin, 2009). 
A exemplo das interações moleculares, experimentos in vivo demonstraram 
que os polissacarídeos sulfatados isolados da alga vermelha Gracilaria intermedia 
estimularam a atividade de Na+/K+-ATPases de enterócitos de roedores, inibindo o 
acúmulo de fluido intestinal, e reduziram a mobilidade gastrointestinal provavelmente 
por mecanismo anticolinérgico (Leódido et al., 2017). 
Há inúmeros artigos e revisões que relatam diversas atividades biológicas de 
polissacarídeos sulfatados (Wijesekara et al., 2011; Patel, 2012; Raposo et al., 2015). 
As propriedades antivirais representam a maior parte dos estudos biológicos dos 
polissacarídeos isolados de algas vermelhas, seguidos pelas avaliações das 
atividades anticoagulante, antitumoral e imunomoduladora (Duarte et al., 2001; 
Talarico et al., 2004, 2005, 2007, 2011; Araújo et al., 2013; Mendes et al., 2014; 
Ropellato et al., 2015;). Os polissacarídeos isolados de algas verdes são investigados 
principalmente por suas atividades antitumorais, seguidas pelas atividades 
anticoagulante, antioxidante e moduladora do sistema imune (Raposo et al., 2015). 
2.1.1 Polissacarídeos isolados de algas vermelhas 
As algas vermelhas estão distribuídas principalmente no ambiente marinho, 
encontram-se amplamente distribuídas ao longo da costa brasileira e alcançam maior 
diversidade em regiões tropicais (Raven et al., 2001). Este grupo de algas compõe um 
grupo taxonômico polifilético de origem evolutiva bastante antiga, a divisão 
Rhodophyta, totaliza 7.131 espécies e pertence ao reino Plantae (AlgaeBase, 2017).  
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Os polissacarídeos isolados de algas vermelhas são componentes de reserva 
ou ainda componentes estruturais da parede celular. 
Os carboidratos de reserva são biossintetizados por algas vermelhas nas 
formas de glicosídeos de baixa massa molar (floridosídeos) e de “glicogênio das 
florídeas”, produtos de reserva com massas molares altas, constituídos por unidades 
de α-D-glucopiranose 1,4-ligadas ramificadas em C6 (Usov, 2011). 
A parede celular da maioria das algas vermelhas inclui um componente 
interno rígido composto por microfibrilas de polissacarídeos e uma camada externa 
mucilaginosa, composta geralmente por galactanas sulfatadas, polímeros sulfatados 
de galactose (Raven et al., 2001; Painter, 1983). 
2.1.1.1 Galactanas sulfatadas 
O estudo da estrutura química dos polissacarídeos isolados de algas 
vermelhas se iniciou em meados do século XX com estudos estruturais da agarose. 
Em 1937 a agarose foi isolada e sua análise estrutural foi finalizada apenas em 1956, 
tendo sido identificadas as unidades monossacarídicas muito singulares de 3,6-
anidrogalactose (Usov, 2011). 
A estrutura das galactanas consiste em cadeias lineares de unidades de β-D-
galactopiranose ligadas glicosídicamente através da posição 3 (unidade A) e α-
galactopiranose ligadas glicosídicamente através da posição 4 (unidade B), formando 
um arranjo alternado de unidades A e B, as quais são denominadas díades (FIGURA 
1) (Percival e McDowell, 1967). 
 






















        




As unidades A podem apresentar substituições por grupos éster de sulfato 
e/ou éter de metil em C2, C4 ou C6, além de acetal de ácido pirúvico e algumas vezes 
outros monossacarídeos, como D-xilose, 4-O-metil-L-galactose ou ácido-D-
glucurônico, formando O-glicosilações. As unidades B podem estar ciclizadas em 3,6-
anidrogalactose ou substituídas em C2, C3 e C6 por grupos éster de sulfato e/ou éter 
de metil (Usov, 1998, 2011). 
A formação das unidades ciclizadas de 3,6-anidrogalactose in vivo decorre da 
ação de enzimas específicas que promovem uma reação de substituição (SN2) interna 
entre o grupo sulfato (grupo abandonador) em C6 e a hidroxila (nucleófilo) em C3 nas 
unidades 4-ligadas de α-galactose 6-sulfato. O mesmo resultado pode ser alcançado 
in vitro por meio do tratamento alcalino dos polissacarídeos que apresentam unidades 
de α-galactose 6-sulfato precursoras (Usov, 2011; Ciancia et al., 1993). 
Estes biopolímeros são classificados em carragenanas, agaranas ou 
galactanas DL-híbridas, de acordo com a enantiomericidade das unidades B, as quais 
pertencem às séries D-, L- ou D e L, respectivamente (Estevez et al., 2001, 2004; Zibetti 
et al., 2009). 
2.1.1.2 Galactanas sulfatadas do tipo carragenana 
As carragenanas podem ser classificadas em diferentes famílias de acordo 
com a posição das substituições por grupos éster de sulfato nas unidades A e B, além 
da ciclização das unidades B (TABELA 1) (Knutsen et al., 1994). 
As carragenanas da família kappa apresentam polímeros com unidades de β-
D-galactopiranose (unidades A) substituídas por sulfato em C4. As unidades B podem 
estar ou não ciclizadas em forma de 3,6-anidrogalactose, podendo apresentar-se 
substituídas por grupos sulfato em C2 e C6. Dentre os subtipos de carragenanas, esta 
família inclui as carragenanas do tipo kappa, iota, mu, nu e omicron. 
As carragenanas do tipo kappa apresentam díades repetitivas de G4S-DA e 
G4S-D, nomenclaturas relativas aos dissacarídeos →3)-β-D-galactopiranose 4-
sulfato-(1→4)-α-3,6-anidro-galactopiranose-(1 e →3)-β-D-galactopiranose 4-sulfato-
(1→4)-α-galactopiranose-(1, respectivamente. 
A família lambda é composta por carragenanas que possuem as unidades A 
substituídas por grupos sulfato em C2 e as unidades B, as quais podem estar 
parcialmente na forma ciclizada constituindo as unidades de 3,6-anidrogalactose 2-
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sulfato ou na forma 2- e/ou 2,6-dissulfatada. Ácido pirúvico na forma de acetal 4,6-O-
(1-carboxietilideno) também pode ser um dos substituintes que constituem as 
galactanas desta família, a qual inclui as carragenanas do tipo lambda, xi, theta e pi. 
 
TABELA 1 - CLASSIFICAÇÃO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM ESTRUTURAS 




Díade1 Unidade A Unidade B 
Kappa    
Kappa (κ) G4S-DA →3)-β-D-Galp 4-sulfato-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp-(1 
Iota (ι) G4S-DA2S →3)-β-D-Galp 4-sulfato-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp 2-sulfato-(1 
Mu (µ) G4S-D6S →3)-β-D-Galp 4-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 6-sulfato-(1 
Nu (ν) G4S-D2S,6S →3)-β-D-Galp 4-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 2,6-dissulfato-(1 
Omicron (ο) G4S-D2S →3)-β-D-Galp 4-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 2-sulfato-(1 
Lamda    
Lambda (λ) G2S-D2S,6S →3)-β-D-Galp 2-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 2,6-dissulfato-(1 
Xi (ξ) G2S-D2S →3)-β-D-Galp 2-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 2-sulfato-(1 
Theta (θ) G2S-DA2S →3)-β-D-Galp 2-sulfato-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp 2-sulfato-(1 
Pi (π) GP2S-D2S →3)-β-D-Galp 2-sulfato 4,6-
O-(1’-carboxietilideno)-(1 
→4)-α-D-Galp 2-sulfato-(1 
Beta    
Beta (β) G-DA →3)-β-D-Galp-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp-(1 
Alfa (α) G-DA2S →3)-β-D-Galp-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp 2-sulfato-(1 
Gamma (γ) G-D6S →3)-β-D-Galp-(1 →4)-α-D-Galp 6-sulfato-(1 
Delta (δ) G-D2S,6S →3)-β-D-Galp-(1 →4)-α-D-Galp 2,6-dissulfato-(1 
Omega    
Omega (ω) G6S-DA →3)-β-D-Galp 6-sulfato-(1 →4)-α-D-3,6-anidro-Galp-(1 
Psi (ψ) G6S-D6S →3)-β-D-Galp 6-sulfato-(1 →4)-α-D-Galp 6-sulfato-(1 
1 Nomenclatura proposta por Knutsen et al. (1994). 
 
A família omega apresenta carragenanas 6-sulfatadas nas unidades A, sendo 
que as unidades B podem se apresentar como 3,6-anidrogalactose ou substituídas 
em C6 por grupos sulfato. Inclui as carragenanas do tipo omega e psi. 
A família beta não apresenta unidade A sulfatada, enquanto as unidades B 
são substituídas por sulfato em C2 e C6, ou ciclizadas na forma de 3,6-
anidrogalactose. Inclui as carragenanas do tipo beta, alpha, gamma e delta (Knutsen 
et al., 1994). 
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2.1.1.3 Aspectos do uso industrial das carragenanas 
A química de carboidratos de algas vermelhas contempla, em sua maioria, 
macrófitas marinhas de diferentes grupos, dos quais se destaca a ordem Gigartinales, 
que inclui as principais espécies cultivadas e comercializadas pelo mundo: Eucheuma 
denticulatum e Kappaphycus alvarezii, importantes produtoras de carragenanas 
(McHugh, 2003). 
O mercado global para carragenanas foi avaliado em 762,35 milhões de 
dólares em 2016, de forma que as carragenanas apresentam uma participação de 
cerca de 13,3% do mercado mundial de alimentos, bebidas e hidrocolóides (Mordor 
Intelligence, 2017). As carragenanas de uso industrial compõem, principalmente, 
produtos lácteos, carnes processadas, formulações dietéticas, fórmulas para 
lactentes, cremes dentais, cosméticos, preparações para a pele, pesticidas e laxantes 
(Necas e Bartosikova, 2013). 
As galactanas que geleificam são modelos muito populares para o estudo de 
conformações de polissacarídeos e interações moleculares que conduzem à formação 
de géis (Usov, 2011). A capacidade de carragenanas formarem géis e soluções 
viscosas está correlacionada com a conformação estrutural do polissacarídeo, 
contemplada pela razão molar entre as unidades de 3,6-anidrogalactose e galactose, 
bem como a presença de grupos sulfato (Usov, 1998; Usov e Klochkova, 1992). 
As propriedades espessantes, geleificantes e estabilizantes das 
carragenanas permitem sua ampla utilização industrial. Tais propriedades são 
aplicadas no controle da viscosidade e melhoramento da textura de alimentos. As 
carragenanas são capazes de estabilizar preparações para cremes dentais e absorver 
fluidos corporais quando utilizados na fabricação de curativos. Devido a sua boa 
compressibilidade, alta robustez e viscoelasticidade persistente, as carragenanas 
também são utilizadas como excipientes na fabricação de formas farmacêuticas para 
produção de comprimidos (Campo et al., 2009). 
2.1.1.4 Aspectos biológicos das carragenanas 
A atividade biológica das carregenanas deve-se principalmente aos grupos 
éster de sulfato presentes em suas estruturas, os quais são fortemente aniônicos e 
capazes de interagir com cargas positivas de receptores ou outras estruturas celulares 
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proteicas. Assim, as carragenanas são capazes de interferir na modulação do sistema 
imune e apresentam atividades anticoagulante, antitrombótica, antiviral e antitumoral 
(Necas e Bartosikova, 2013; Zhou et al., 2006; Yuan et al., 2006). 
Oligossacarídeos de carragenana quimicamente sulfatada apresentaram 
melhores resultados para redução tumoral em relação aos oligossacarídeos nativos, 
acetilados ou fosforilados. Os derivados sulfatados, administrados diariamente 
(200 μg.g-1) por 14 dias em camundongos portadores de Sarcoma 180, reduziram, em 
peso, 54% da massa tumoral e promoveram o aumento de 76% da atividade das 
células natural-killer (Yuan et al., 2011). Carragenanas de baixa massa molar nativas 
e quimicamente sulfatadas foram testadas in vivo em modelo de Sarcoma 180 em 
camundongos. A carragenana comercial nativa de Mw igual a 1.726 g.mol-1, 
administrada oralmente na dose de 100 mg.kg-1, mostrou maior inibição da formação 
do tumor que as frações sulfatadas em maior ou menor grau. Adicionalmente, as 
carragenanas apresentaram efeitos nos macrófagos, aumentando a taxa de 
fagocitose e estimulando o sistema imune (Haijin et al., 2003). 
Estudos das propriedades imunomodulatórias de diferentes carragenanas 
mostram que estas atuam de maneira dose-dependente na secreção de interleucina 
anti-inflamatória IL-10 pelas células do sistema imune de camundongos. As análises 
estruturais sugerem que os grupos sulfato adicionais da carragenana da família 
lambda aumentam a concentração de cálcio no citoplasma dos macrófagos e 
provavelmente têm papeis importantes no processo de ativação de espécies reativas 
de oxigênio. Os autores sugerem que a modulação do sistema imune por 
carragenanas é dependente da composição monossacarídica dos polissacarídeos, 
bem como do número, posição e distribuição dos grupos sulfato ao longo das cadeias 
de galactanas (Yermak et al., 2012). 
2.1.2 Polissacarídeos isolados de algas verdes 
As algas verdes (Chlorophyta) representam mais de 6.000 espécies do reino 
Plantae, as quais mostram grande diversidade estrutural e no ciclo de vida. A maioria 
destas algas é aquática de água doce, mas a classe Ulvophyceae tem representantes 
predominantemente marinhos, dentre os quais se destacam espécies do gênero Ulva, 
produtoras de ulvanas, polissacarídeos sulfatados (AlgaeBase, 2017; Raven et al., 
2001; Alves et al., 2013a; Paulert et al., 2009; Cassolato, 2008). 
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As espécies de Ulva sp. constituem organismos oportunistas. Sendo comuns 
em regiões costeiras de todo o mundo, estão frequentemente envolvidas nos eventos 
de floração de algas verdes causadas pela eutrofização de ambientes costeiros. A 
proliferação destas algas gera grande quantidade de biomassa, a qual, geralmente, 
não é utilizada. Neste contexto, as ulvanas obtidas da parede celular das espécies de 
Ulva sp. têm sido foco de diversas investigações, devido ao potencial biotecnológico 
que polissacarídeos sulfatados e complexos representam na busca por novos 
polímeros funcionais (Robic et al., 2008; Alves et al., 2013a; Kikionis et al., 2015). 
Dentre os polímeros biossintetizados pelas algas da ordem Ulvales, os 
polissacarídeos da parede celular representam entre 38 a 54% do peso seco das 
algas. Destacam-se quatro grupos de polissacarídeos produzidos por algas do gênero 
Ulva, sendo os dois principais, as ulvanas solúveis e a celulose insolúvel, e dois outros 
caracterizados por xiloglucanas lineares solúveis em meio alcalino e glucuronanas, 
polímeros de ácido glucurônico (Lahaye e Robic, 2007). 
A distribuição e associação destes polissacarídeos nas paredes celulares das 
algas do gênero Ulva seguem um padrão de interconexões realizadas por ligações de 
hidrogênio entre as moléculas de celulose e β-D-xiloglucanas 1,4-ligadas, integrando 
a porção rígida da estrutura da parede celular. Enquanto que a porção amorfa é 
composta por moléculas de proteínas e β-D-glucuronanas 1,4-ligadas, que interagem 
com as ulvanas por meio de interações iônicas. Além disso, fora do ambiente celular, 
as ulvanas são capazes de interagir entre si por meio de interações iônicas com ácido 
bórico e cátions divalentes (Lahaye et al., 1998 apud Lahaye e Robic, 2007).  
Os polissacarídeos, constituintes da parede celular, biossintetizados pelas 
algas do gênero Ulva são os mais estudados dentre os polissacarídeos de algas 
verdes. Polissacarídeos produzidos por algas da divisão Chlorophyta apresentam 
grande diversidade estrutural como: as ulvanas isoladas de algas do gênero Ulva 
(Lahaye e Robic, 2007), heteroramnanas sulfatadas obtidas de espécies do gênero 
Gayralia (Cassolato et al., 2008; Ropelatto et al., 2015), galactanas sulfatadas ou 
ainda arabinogalactanas sulfatadas sintetizadas por algas do gênero Codium (Farias 
et al., 2008; Wang et al., 2014). Estes polissacarídeos não seguem um padrão 
estrutural repetitivo de unidades monossacarídicas como o observado para as 
galactanas sulfatadas produzidas pelas algas vermelhas. Com exceção das ulvanas, 
estudos estruturais dos polissacarídeos biossintetizados por algas verdes são 
reduzidos quando comparados aos estudos com polissacarídeos de algas vermelhas. 
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2.1.2.1 Polissacarídeos do tipo ulvana 
O termo ulvana foi utilizado primeiramente por Lahaye e Axelos em 1993 para 
designar as moléculas de xiloramnoglucuronanas sulfatadas obtidas de espécies de 
Ulva spp. e caracterizadas por suas propriedades geleificantes. Atualmente, o termo 
ulvana refere-se aos polissacarídeos biossintetizados por algas da ordem Ulvales, 
principalmente dos gêneros Ulva e Enteromorpha, isolados geralmente por extrações 
aquosas a quente (Lahaye e Robic, 2007). 
Ulvanas são heteropolissacarídeos sulfatados complexos, solúveis em água 
e compostos por unidades monossacarídicas neutras de α-L-ramnose e β-D-xilose, e 
ácidos urônicos, D-glucopiranurônico e L-idopiranurônico. Os monossacarídeos 
apresentam-se unidos por ligações glicosídicas nas posições 1 e 4, sendo que as 
proporções entre as unidades monossacarídicas constituintes podem variar (Lahaye 
et al., 1997; Lahaye e Robic, 2007; Robic et al., 2009). 
2.1.2.2 Aspectos químicos e biológicos no estudo das ulvanas 
Nas ulvanas, as unidades de ramnose e ácido D-glucurônico ocorrem 
geralmente na forma de díades repetitivas, constituídas por dissacarídeos de →4)-β-
D-glucopiranurônico-(1→4)-α-L-ramnose-(1, denominadas de ácido aldobiurônico ou 
ainda ácido ulvanobiurônico (Percival e McDowell, 1967; Lahaye e Robic, 2007).  
Adicionalmente, alguns outros polissacarídeos contendo monossacarídeos 
neutros estão presentes nos extratos polissacarídicos de diferentes espécies da 
ordem Ulvales, como glucose, galactose, manose e arabinose, além de alguns 
derivados naturalmente metilados, como 3-O-metil-L-ramnose e 3/4-O-metil-hexose 
(Lahaye e Robic, 2007; Ray e Lahaye, 1995a). No entanto ressalta-se que manose e 
galactose não são parte constituinte das ulvanas porque constituem uma fração 
distinta de polissacarídeos neutros (Bryhni, 1978). 
As algas verdes e plantas vasculares acumulam polissacarídeos de reserva 
na forma de amido, ou α-poliglucanas compostas por amilose e amilopectina. A 
amilose é composta por uma cadeia linear de glucana α-(1→4) ligada com algumas 
poucas ramificações α-(1→6). A amilopectina possui uma estrutura muito mais 
ramificada, definida por ramificações α-(1→6) da cadeia de glucana linear a cada 9 a 
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10 nm de comprimento, ou seja, para aproximadamente 10 unidades de glucose 
lineares existe uma ramificação (Shimonaga et al., 2007). 
Os polissacarídeos de reserva das algas vermelhas são armazenados no 
citosol, diferentemente, das α-poliglucanas de reserva das algas verdes, as quais são 
produzidas e armazenadas no interior dos plastídeos (Usov, 2011). 
Portanto, a glucose presente nos extratos de algas verdes pode ser derivada 
da extração parcial dos polissacarídeos de reserva e pode variar conforme as 
condições de extração (Bryhni, 1978). 
Diferentes métodos de obtenção de polissacarídeos e/ou diferentes condições 
ecofisiológicas são causas possíveis das variações da composição monossacarídica 
dos polissacarídeos extraídos de algas verdes (Lahaye e Robic, 2007). Neste 
contexto, a biossíntese dos polissacarídeos correlaciona-se com as condições 
ecofisiológicas em que se encontram os espécimes de algas. Acredita-se que 
processos enzimáticos de sulfatação, dessulfatação e epimerização devam ocorrer 
nos polissacarídeos em resposta a liberação de fatores de crescimento e/ou fatores 
ambientais, tendo em vista que a síntese de ácido idurônico, assim como a biossíntese 
dos glicosaminoglicanos nos animais, provavelmente, decorre da ação de uma enzima 
epimerase, que converte ácido glucurônico em idurônico, após a síntese e 
endereçamento do polímero através do complexo de Golgi (Lahaye e Robic, 2007). 
Além das mudanças na condição ambiental, as proporções de ácido idurônico 
também podem variar em função da resistência que as ligações glicosídicas vizinhas 
às unidades monossacarídicas ácidas apresentam aos processos hidrolíticos. A 
substituição do C5 de unidades piranosídicas de glucose por grupos polares e com 
carga negativa, como carbonilas ou carboxilas, pode exercer efeitos estéricos e/ou 
indutivos nos átomos de oxigênio das ligações glicosídicas, tornando-as mais 
resistentes à hidrólise ácida (BeMiller, 1967). No entanto, unidades de ácido idurônico 
são parcialmente destruídas durante a hidrólise ácida com H2SO4 0,5 mol.L-1, sendo 
consideradas tão lábeis quanto monossacarídeos neutros (Conrad, 1980). 
Apesar das condições ecofisiológicas afetarem a biossíntese dos 
polissacarídeos, não há relato que correlacione diferenças nas condições fisiológicas 
das algas e alterações químicas na composição das ulvanas (Lahaye e Robic, 2007). 
Neste contexto, destaca-se que, recentemente, ulvanas também foram isoladas a 
partir de algas de água doce. As macroalgas verdes Ulva flexuosa (Ulvales) e 
Cladophora glomerata (Cladophorales) foram coletadas na Polônia em regiões de rio 
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e lago de água doce, respectivamente. Os polissacarídeos foram isolados por 
extração aquosa a 75-85 °C e caracterizados por análise elementar de carbono e 
enxofre, espectroscopia de infravermelho e RMN de 1H. Os autores demonstram a 
presença de unidades de ramnose 3-sulfato ligadas a ácido glucurônico e ácido 
idurônico para ambos polissacarídeos investigados (Pankiewicz et al., 2016). 
A presença de ulvanas nas macroalgas verdes de água doce sugere que estes 
polissacarídeos sulfatados também são importantes na manutenção dos espécimes 
mesmo em ambientes não salinos. Este fato pode ser justificado pelo elevado caráter 
higroscópico das ulvanas, que evita a dessecação do ambiente extracelular e ainda 
facilita a flutuação das frondes (Paradossi et al., 1999; Wood, 1974). Adicionalmente, 
as ulvanas formam uma rede de baixa porosidade e resistente a ação de enzimas, 
que envolve a porção rígida da parede celular, composta por α-celulose, protegendo-
a da ação de bactérias (Bobin-Dubigeon et al. 1997).  
2.1.2.3 Estrutura química das ulvanas 
As informações estruturais disponíveis para os polissacarídeos denominados 
ulvanas remontam a história da determinação química destas biomoléculas. Desde os 
primeiros trabalhos, publicados na década de 60, sugeria-se que a estrutura das 
ulvanas seria composta, em grande parte, por cadeias de ramnose 1,4-ligadas e 
substituídas em C3, sendo que as posições das substituições por éster de sulfato 
foram determinadas por meio de análises químicas, espectroscopia de infravermelho 
e modificações estruturais nas moléculas de ulvana (Percival e McDowell, 1967; 
Lahaye e Robic, 2007).  
A partir dos resultados de oxidações, ou da produção de oligossacarídeos e 
hidrólises ácidas brandas, foi determinado que os monossacarídeos ramnose, xilose 
e ácido glucurônico apresentam-se na mesma cadeia polissacarídica. Na década de 
90, a presença de unidades de xilose 2-sulfato na estrutura das ulvanas foi confirmada 
por estudos de RMN além de análises de metilação, dessulfatação e carboxirredução 
(Ray e Lahaye, 1995b; Lahaye e Robic, 2007). 
Estudos posteriores permitiram isolar ácidos aldobiurônicos, os quais 
continham tanto ácido glucurônico quanto ácido idurônico, e também identificaram 
unidades de ramnose substituídas em C2 por ácido glucurônico por meio da produção 
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de oligossacarídeos de ulvanas quimicamente dessulfatadas (Lahaye e Ray, 1996; 
Lahaye e Robic, 2007). 
A partir dos estudos realizados pelo grupo de Lahaye foi possível identificar 
as díades recorrentes em ulvanas (FIGURA 2), as quais podem se apresentar em 
diferentes proporções e diferentes sequências nos polissacarídeos isolados de 
diferentes fontes. 
Visando a caracterização fina das ulvanas, Lahaye e Ray (1996), utilizaram 
uma enzima ulvanolítica para produzir oligossacarídeos. A enzima extracelular com 
atividade ulvana-liase foi isolada de uma bactéria marinha gram-negativa, e permitiu 
clivar as ligações 1,4 entre unidades de ramnose 3-sulfato e ácido glucurônico, 
resultando em oligossacarídeos com uma extremidade não redutora de ácido 
glucurônico insaturado, o ácido 4-deoxi-L-treohex-4-enopiranosidurônico. 
 























































FONTE: Modificado de Lahaye (1998). 
 
A partir do uso da enzima ulvana-liase puderam ser determinadas diferentes 
sequências oligossacarídicas. De acordo com o código de letras e números propostos 
por Lahaye (1998), representado na FIGURA 2, foram isolados oligossacarídeos 
repetitivos das díades de ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A (A3S), oligossacarídeos 
A3S Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A →4)-β-D-GlcpA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 
B3S Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo B →4)-α-L-IdopA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 
U3S Ulvanobiose 3-sulfato  →4)-β-D-Xylp-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 






contendo a díade de ulvanobiurônico 3-sulfato tipo B (B3S) e oligossacarídeos 
contendo a díade de ulvanobiose 3-sulfato (U3S), além de oligossacarídeos com a 
sequência repetitiva de ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A (A3S) intercalada por uma 
unidade de ácido glucurônico. A obtenção deste último oligossacarídeo demonstrou 
que uma unidade extra de →4)-β-D-glucopiranurônico-(1 pode quebrar a sequência 
regular de repetição do dissacarídeo ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A, indicando um 
sítio de clivagem das ulvanas por enzimas do tipo glucuronana-liases (Lahaye, 1998). 
Quando repetitivas, as díades A3S e B3S podem ser facilmente identificadas 
por RMN. No entanto, na presença das díades U3S e U2’,3S ou A2g,3S (ulvanobiurônico 
3-sulfato tipo A substituído por ácido glucurônico em C2 da ramnose 3-sulfato) os 
espectros de RMN são mais complexos devido as diferentes possibilidades de 
distribuição das díades ao longo dos polissacarídeos (Lahaye e Robic, 2007). 
A versatilidade química das ulvanas está relaciona com a presença de motivos 
estruturais específicos como os monossacarídeos ácidos, D-glucopiranurônico e L-
idopiranurônico, a L-ramnose, a D-xilose e ainda as substituições por grupos éster de 
sulfato. Os monossacarídeos ácidos β-D-glucopiranurônico e α-L-idopiranurônico, 
podem ser facilmente modificados em função de seus grupos carboxílicos, 
principalmente por meio de reações com carbodiimidas (Schanté et al., 2011a). Assim 
como as carboxilas representam sítios para modificações químicas em ulvanas, as 
unidades de β-D-xilose e ácido β-D-glucopiranurônico também podem ser alvo de 
funcionalizações, pois apresentam hidroxilas vicinais passíveis de oxidação por m-
periodato (Guthrie, 1961). 
Adicionalmente, as ulvanas apresentam sistema estrutural na forma de díades 
assemelhando-se aos dos glicosaminoglicanos presentes nos mamíferos, como a 
heparina e o condroitin sulfato. Ambas famílias de polissacarídeos são sulfatadas e 
contêm ácidos urônicos em suas estruturas, portanto ulvanas podem interagir com 
sistemas biológicos (Lahaye et al., 1999; Leiro et al., 2007). 
Além dos grupos sulfato, os monossacarídeos também podem estar 
relacionados ao desenvolvimento de atividades biológicas das ulvanas, posto que 
domínios de reconhecimento para carboidratos dos receptores humanos, do tipo 
asialoglicoproteínas (ASGP-R), presentes nos hepatócitos, podem reconhecer α-L-
ramnose, ácidos β-D-glucopiranurônico e α-L-idopiranurônico, além de β-D-xilose e β-
D-xilose 2-sulfato (Massarelli et al, 2007). Destaca-se ainda, que a identificação de 
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anticorpos anti-α-L-ramnose, em humanos, propõe novas abordagens em relação à 
imunoterapias que empregam monossacarídeos de α-L-ramnose (Chen et al., 2011). 
2.1.2.4 Propriedades biológicas das ulvanas 
Ulvanas são polissacarídeos sulfatados que desempenham diferentes 
atividades biológicas. Em relação a citotoxicidade frente a células normais, a ulvana 
de Ulva lactuca foi testada frente a fibroblastos (L929) de linhagem murina. Após 24h 
de cultivo as células foram submetidas ao ensaio de MTS (3-(4,5-dimetiltiiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio) que avalia a atividade metabólica 
através da medida de atividade mitocondrial. Os resultados mostraram que a ulvana 
é citocompatível nas condições testadas e os autores sugeriram o uso deste 
polissacarídeo em aplicações biomédicas (Alves et al., 2013b). 
O maior número de estudos dos efeitos biológicos das ulvanas em sistemas 
celulares consiste na avaliação das atividades: antioxidante, para prevenção do 
estresse oxidativo e para o uso das ulvanas como droga protetora contra câncer e 
envelhecimento (Costa et al., 2010; Qi et al., 2006; 2010); anti-hiperlipidêmica: para a 
regulação do metabolismo de lipídeos e redução do risco de doenças cardíacas 
(Mayakrishnan et al., 2013) e anticoagulante: como droga substituinte para heparina 
(Padmanaban et al., 2013; Mao et al., 2006; Harada e Maeda, 1998). 
Em relação a atividade anticoagulante de ulvanas, esta é relativamente baixa 
quando comparada a outros tipos estruturais de polissacarídeos isolados de algas 
vermelhas ou pardas. Padmanaban e colaboradores (2013) testaram a atividade 
anticoagulante dos polissacarídeos de algas dos gêneros Gelidium (vermelha), 
Sargassum (parda) e Ulva (verde) e determinaram que os polissacarídeos da alga 
vermelha (agaranas) apresentaram o melhor potencial anticoagulante, seguidos dos 
obtidos das algas marrom (fucanas) e verde (ulvanas) em testes in vitro. Em relação 
às ulvanas, outros autores avaliaram a atividade anticoagulante destes 
polissacarídeos isolados de U. fasciata e U. conglobata, sendo que a ulvana da última 
espécie parece atuar potencializando o cofator II da heparina e na inibição da trombina 
(Govindan et al., 2012b; Mao et al., 2006). 
Adicionalmente, ulvanas desempenham atividade antiviral, principalmente 
frente aos vírus influenza e HSV-1 (El-Baky et al., 2009; Muto et al., 1992; Song et al., 
2016), imunoestimulante, para o tratamento de doenças em que o sistema imune 
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encontre-se afetado (Leiro et al., 2007; Castro et al., 2004, 2006), elicitora em plantas 
como feijão e Arabidopsis thaliana (Paulert et al., 2009; Jaulneau et al., 2010; Freitas 
et al., 2015) e antitumoral (El-Baky et al., 2009; Kaeffer et al., 1999; Abirami e 
Kowsalya, 2012). 
As ulvanas apresentaram resultados promissores de atividade antitumoral 
tanto em testes in vivo quanto in vitro. A atividade antitumoral das ulvanas isoladas de 
U. fasciata foi testada contra linfoma ascítico de Dalton em camundongos na dose de 
200 mg.kg-1. A análise das alterações hematológicas e bioquímicas nos animais 
portadores do tumor antes e depois do tratamento indicaram que o extrato aquoso de 
ulvana aumentou os níveis de atividade antioxidante, os quais encontram-se 
reduzidos após a proliferação do linfoma (Abirami e Kowsalya, 2012). Testes in vitro 
realizados com a ulvana extraída de U. fasciata sugeriram que, em um tempo de 
exposição de 3 h, a concentração de 220 μg.mL-1 foi suficiente para provocar 50% de 
morte celular à linhagem celular de linfoma ascítico de Dalton (Govindan et al., 2012a). 
Adicionalmente, frações polissacarídicas obtidas de U. lactuca apresentaram inibição 
da proliferação de células de adenocarcinomas mamário (MCF-7) e hepatocelular 
(HepG2), refletindo potencial atividade antitumoral contra estes tipos tumorais (El-
Baky et al., 2009). 
2.2 MODIFICAÇÕES QUÍMICAS EM POLISSACARÍDEOS 
As modificações em polissacarídeos visam alterar propriedades viscosantes, 
hidrofilicidade/hidrofobicidade, geleificação, caráter iônico e capacidade queladora de 
metais (Yalpani,1985; Cumpstey, 2013). Polissacarídeos também são utilizados como 
substratos para modificações, gerando produtos como: membranas permeáveis, 
matrizes para liberação controlada de fármacos, gene delivery (entrega gênica), 
matrizes para eletroforese e imobilização de enzimas e células (Baldwin e Kiick, 2010; 
Khan et al., 2012; Mizrahy e Peer, 2012). 
As modificações químicas têm despertado grande interesse na área 
biomédica, pois permitem a potencialização e/ou alteração da atividade biológica. A 
modificação de biopolímeros que possuem atividade biológica possibilita estudos 
detalhados de estrutura-atividade e leva ao aumento no conhecimento de 
mecanismos de ação e de subestruturas chave essenciais para determinada 
propriedade biológica (Peschel et al., 2012). 
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Os polissacarídeos oferecem diferentes grupos para modificação química: 
ácidos carboxílicos, alvos de modificações nos polissacarídeos ácidos, como as 
pectinas, alginatos e ulvanas; grupos amino, nos polissacarídeos catiônicos 
constituídos por aminoaçúcares, como a quitosana; e as hidroxilas primárias e 
secundárias presentes em maior número em polissacarídeos neutros e pouco 
substituídos (Cumpstey, 2013). 
2.2.1 Modificações químicas em hidroxilas 
As hidroxilas primárias e secundárias constituem os principais alvos de 
modificação dos polissacarídeos e podem ser funcionalizadas por meio de sulfatação 
e esterificação ou ainda transformação da função álcool em outros grupos reativos, 
como amina e azida, entre outras. 
A sulfatação química das hidroxilas produz polímeros aniônicos que 
apresentam possível aplicação como análogos da heparina (Papy-Garcia et al., 2005), 
de forma que o posicionamento dos grupos sulfato está relacionado à atividade dos 
polissacarídeos. Neste contexto, os resultados obtidos por ensaios in vitro de aPTT 
com kappa-carragenanas quimicamente sulfatadas sugerem que sulfato no C2 das 
unidades de 3,6-anidro-α-D-galactopiranose e no C6 das unidades de β-D-
galactopiranose aumentam a atividade anticoagulante (Araújo et al., 2013). 
Qi e colaboradores (2012) utilizaram a alga verde Ulva pertusa para isolar e 
testar a capacidade anti-hiperlipidêmica in vivo das ulvanas nativa e quimicamente 
sulfatada (19,5 e 32,8% de sulfato, respectivamente). Os autores observaram que a 
ulvana quimicamente modificada apresentou efeito anti-hiperlipidêmico mais intenso 
que a ulvana nativa, promovendo a diminuição dos triglicerídeos e do LDL-colesterol 
em 28,1% (p<0,05) e 28,4% (p<0,01), respectivamente. 
As hidroxilas também podem ser modificadas através da esterificação. 
Existem relatos de acetilação tanto de oligossacarídeos de kappa-carragenana quanto 
da ulvana obtida de U. pertusa, sendo que os polímeros acetilados apresentaram 
maior capacidade antioxidante quando comparados aos nativos, os quais, por sua 
vez, também apresentam atividade (Yuan et al., 2005; Qi et al., 2006).  
Reações de esterificação também podem ser utilizadas na produção de 
polímeros conjugados a drogas com reconhecidas atividades farmacológicas. Vlieghe 
e colaboradores (2002) introduziram o fármaco 3’-azido-3’-desoxi-desoxitimidina 
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(AZT) a moléculas de kappa-carragenana por ligação tipo éster utilizando succinato 
como ligante. O polímero modificado mostrou atividade anti-HIV quando células MT-4 
foram incubadas com o fármaco antes da infecção, sugerindo que kappa-carragenana 
e AZT agem sinergicamente de forma a produzir o efeito (Vlieghe et al., 2002). 
Grupos carboxil e carbonil podem ser inseridos nas cadeias polissacarídicas 
a partir da oxidação de carbonos hidroxilados. Desta forma, a oxidação seletiva em 
C6, nos polissacarídeos neutros, origina polímeros com ácidos urônicos, cuja 
característica aniônica determina sua larga aplicação industrial. A oxidação de 
carbonos secundários hidroxilados ocorre com facilidade e pode ser conduzida em 
polissacarídeos que apresentam unidades piranosídicas, como celulose e amido, nos 
quais as hidroxilas nas posições C2 e C3 oferecem condição de oxidação (Bragd et 
al., 2004). 
2.2.1.1 Modificações químicas em hidroxilas secundárias com m-periodato 
A modificação química de hidroxilas secundárias geralmente é realizada com 
m-periodato de sódio, o qual promove a quebra da ligação entre carbonos que 
apresentam hidroxilas vicinais, gerando um dialdeído (Guthrie, 1961). Os grupos 
aldeído apresentam maior reatividade e representam uma estratégia interessante para 
gerar polímeros que serão utilizados em sucessivas reações de modificação química. 
Os íons periodato (IO4-) apresentam especificidade por dióis vicinais e 
estruturas correlatas como 2-hidroxialdeídos, 1,2-dicarbonilas, α-hidroxi e α-ceto 
ácidos, assim como α-amino álcoois. Os principais produtos (dialdeídos) obtidos para 
polissacarídeos (1→2), (1→3), (1→4) e (1→6) ligados e para extremidades não 
redutoras são representados na FIGURA 3, utilizando a β-D-glucose como exemplo. 
Para que ocorra a oxidação é necessário que as hidroxilas estejam orientadas nas 
posições equatorial-equatorial ou axial-equatorial. Hidroxilas vicinais na posição axial-
axial não são capazes de reagir porque a estrutura rígida não permite a formação do 
complexo intermediário cíclico com o periodato (Kristiansen et al., 2010). 
O processo de oxidação com periodato tem sido realizado em diferentes tipos 
de polissacarídeos como alginato, quitosana, ácido hialurônico, laminaranas 
(resistentes), celulose, amidos, glicosaminoglicanos, mananas e xilanas. Kang e 
colaboradores (2002) utilizaram alginato para promover a oxidação de C2 e C3 
utilizando periodato de sódio. Na etapa subsequente os aldeídos foram ligados a alquil 
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aminas de cadeia longa através de reações de aminação redutiva. A estratégia gerou 
derivados do alginato mais hidrofóbicos, que podem ser empregados na imobilização 
de enzimas, adsorção de proteínas e imobilização de células (Kang et al., 2002). 
 
FIGURA 3 - PRINCÍPIO GERAL DA OXIDAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS COM PERIODATO (IO4-) 














No terminal não redutor ocorre dupla oxidação entre C2 e C3 e entre C3 e C4, respectivamente, com 
liberação de ácido fórmico (a); em monossacarídeos (1→4) ligados a oxidação ocorre entre C2 e C3 
(b); os monossacarídeos (1→3) ligados são resistentes a oxidação (c). FONTE: Kristiansen et al., 2010. 
 
2.2.2 Modificações químicas com grupos amino: aminação redutiva 
Nas modificações químicas de polissacarídeos, a reação do tipo aminação 
redutiva constitui uma ferramenta frequentemente utilizada para promover ligação de 
diferentes compostos amino-funcionalizados ou aminoaçúcares aos grupos aldeído 
(Yaich et al., 2015). Estas reações são versáteis e requerem um agente redutor além 
de condições suaves de temperatura e pH, sendo eficazes em solventes aquosos. Por 
isso, podem ser aplicadas aos diversos tipos de polissacarídeos (Yalpani, 1980). 
Aminas reagem com eletrófilos para formar amidas, sais quaternários de 
amônio ou iminas (bases de Schiff). As reações podem ser realizadas em meio aquoso 
e não requerem proteção das hidroxilas dos polissacarídeos, em função da diferença 
de reatividade entre os átomos de oxigênio e nitrogênio (Cumpstey, 2013). 
A reação de aminação redutiva prevê, primeiramente, a formação de um 













































uma amina primária ou secundária. O intermediário hemiaminal de aminas primárias 
sofre desidratação e forma um intermediário imina, enquanto aminas secundárias 
originam um intermediário enamina. Na aminação redutiva de aminas primárias em 
condições reacionais, geralmente, neutras a levemente ácidas, o intermediário imina 
é protonado e forma um íon imínio, o qual é reduzido pelo agente redutor e origina a 
amina alquilada (FIGURA 4) (Abdel-Magid et al., 1996; Solomons e Fryhle, 2011). 
Há evidências de que pode ocorrer também a redução direta do intermediário 
hemiaminal ao produto. A reação de aminação redutiva direta ocorre quando o 
composto carbonílico e a amina, na presença do agente redutor, formam o produto 
sem que se originem os intermediários imina e imínio (Tadanier et al., 1981). 
Borch et al. (1971) afirmam que o pH ótimo para aminação redutiva é entre 6-
8, contanto que exista quantidade suficiente de hidrogênios para a formação do íon 
imínio. No entanto, as variações no pH do meio reacional podem influenciar na 
velocidade da reação (Abdel-Magid et al., 1996). 
O agente redutor cianoboroidreto de sódio (NaBH3CN) apresenta grande 
estabilidade em soluções ácidas (~pH 3) e promove a redução efetiva de aldeídos e 
cetonas em pH 3-4, mas esta redução torna-se muito lenta em altos valores de pH 
(Abdel-Magid et al., 1996; Borch e Durst, 1969). 
 




FONTE: Solomons e Fryhle, 2002. 
 
Destaca-se que os processos de oxidação com periodato e aminação redutiva 
também compõem uma abordagem inédita na modificação química das ulvanas, 
tendo sido descritos pela primeira vez no presente trabalho. A formação de grupos 
aldeído por meio do processo de oxidação da ulvana com periodato permite promover 
reações de aminação redutiva que ligam covalentemente grupos amino a sítios 
específicos na estrutura polissacarídica da ulvana, os quais são determinados pelo 
padrão de oxidação com periodato. 
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2.2.3 Modificações químicas em ácidos carboxílicos: amidação 
A reatividade da função carboxila permite reações de esterificação e 
amidação. Assim, a partir da ligação de um álcool ou de uma amina pode ser 
conduzida a formação de derivados éster ou amida, respectivamente, com auxílio de 
derivados da carbodiimida, como a N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida 
(EDC). Estes derivados reagem com a carboxila e são bons grupos abandonadores, 
cedem facilmente ao ataque nucleofílico do álcool ou da amina (Schanté et al., 2011a). 
A modificação de polissacarídeos ácidos pode ser realizada através da 
amidação dos ácidos urônicos. A formação de grupos amida ocorre em meio aquoso 
sob condições suaves de pH e temperatura e na presença de carbodiimidas (Khorana, 
1953). De acordo com a FIGURA 5, a reação inicia-se pela ionização da carboxila (1) 
e protonação da carbodiimida, a qual sofre o ataque do ânion carboxílico e forma um 
intermediário O-acilisoureia instável (2). O intermediário O-acilisoureia (2) pode sofrer 
rearranjo via deslocamento cíclico de elétrons (ver FIGURA 31, página 122) e formar 
subproduto N-acilureia (6), ou ainda pode ser acidificado e produzir o intermediário O-
acilisoureia protonado, o qual pode ser convertido a amida (3) pelo ataque de uma 
amina primária (Kurzer e Douraghi-Zadeh, 1967; Kuo et al., 1991; Schanté et al., 
2011a). O intermediário O-acilisoureia também pode ser atacado por outro grupo 
carboxila e formar um anidrido (5), o qual então pode sofrer o ataque da amina e 
originar uma amida (3), regenerando um dos carboxilatos (1) (Khorana, 1953). 
Reações com aminas primárias e O-acilisoureia (2) também podem produzir ureia (4). 
O resultado das reações de esterificação e amidação podem oferecer novos 
grupos químicos para modificações sequenciais. Assim, a amidação do ácido 
carboxílico com uma diamina constitui uma das estratégias inéditas de modificação 
química da ulvana, a ser utilizada no presente trabalho. O resultado da amidação com 
uma diamina equivale à inserção de uma extremidade de amino livre, capaz de 








FIGURA 5 - MECANISMO DE AMIDAÇÃO DE CARBOXILA VIA CARBODIIMIDA 
 
 
FONTE: Copyright (C) 2000, 2001, 2002 Free Software Foundation, Inc. 
51 Franklin St, Fifth Floor, Boston, MA 02110-1301 USA. 
 
A amidação de carboxilas é realizada principalmente nos polissacarídeos 
ácidos alginato e ácido hialurônico (Siddhanta et al., 2015; Schanté et al., 2011b). A 
adição de grupos fluorogênicos via amidação induzida por micro-ondas resultou em 
derivados de alginato-amida com potenciais aplicações nas áreas de sensores e 
limpeza de ambientes aquosos pela capacidade de ligação à metais pesados 
(Chhatbar et al., 2011; Sanandiya e Siddhanta, 2013). Dentre os métodos de 
amidação, a amidação utilizando EDC e NHS (N-hidroxisuccinimida) é mais 
comumente utilizada em polissacarídeos ácidos. A amidação de alginato com EDC e 
NHS originou derivados alginatos com diferentes propriedades reológicas e capazes 
de ligar Hg2+ e Cr3+ (Chhatbar et al., 2012; Chejara et al., 2013; Saha et al., 2012). 
Schanté e colaboradores (2011b) prepararam derivativos de N-alanil-hialuronamida 
por meio de três estratégias de amidação, empregando, (1) EDC/NHS em água, (2) 
CDMT (2-cloro-dimetoxi-1,3,5-triazina) e NMM (N-metilmorfolina) em água e 
acetonitrila (3:2) e (3) CMPI (iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio) em dimetilformamida. 
Os derivados N-alanil-hialuronamida mostraram-se resistentes à digestão enzimática 
e originaram soluções com viscosidades semelhantes aos ácidos hialurônicos com 
cadeias de tamanhos similares. 
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2.2.4 Modificações químicas por meio de hidrólise: produção de oligossacarídeos a 
partir de galactanas de algas vermelhas 
Nas galactanas de algas vermelhas estão presentes as unidades de 3,6-anidro-
α-galactose e seu caráter lábil em meio ácido proporcionou o desenvolvimento de 
diferentes estratégias de hidrólise. Assim, as distintas condições de hidrólise 
determinam os diferentes tipos de oligossacarídeos produzidos.  
A metanólise parcial surgiu como opção para evitar a perda das unidades de 
3,6-anidro-α-galactose e origina oligossacarídeos com unidades terminais de 3,6-
anidro-α-galactose dimetilacetal. O metanol atua como nucleófilo e promove a 
metanólise das ligações 3,6-anidrogalactosídicas de maneira preferencial (Araki e 
Hirase, 1954). 
Hidrólises enzimáticas também previnem a perda das unidades de 3,6-anidro-
α-galactose e podem fornecer oligossacarídeos redutores e oligossacarídeos 
redutores na forma de aldeído hidratado, ou ainda oligossacarídeos contendo 3,6-
anidro-α-galactose como terminal não redutor (Rochas et al., 1986; Young et al., 1978; 
De Ruiter e Rudolph, 1997). 
O processo de hidrólise oxidativa com H2SO4 0,25 mol.L-1 na presença de 
bromo foi desenvolvido por Penman e Rees (1973) para o estudo de polissacarídeos 
sulfatados com alta proporção de 3,6-anidrogalactose. Nestas condições as ligações 
3,6-anidrogalactosídicas são quebradas e oxidadas pelo bromo a ácido 3,6-anidro-
galactônico. Outra estratégia para evitar a perda das unidades de 3,6-anidro-α-
galactose foi a adição do complexo redutor borano 4-metil-morfolina durante o 
processo de hidrólise. Este complexo redutor é resistente ao meio ácido e permite 
obter oligossacarídeos na forma alditol, pois a redução ocorre assim que os 
oligossacarídeos são liberados pela hidrólise ácida (Garegg et al., 1988). 
As condições da hidrólise ácida são determinadas pelos tipos de unidades 
monossacarídicas, anel e configuração das ligações glicosídicas (Adams, 1965). 
Agaranas hidrolisadas em condições suaves originam oligossacarídeos com 
número par de unidades, análogos aos obtidos por degradação enzimática, rendendo 
principalmente agarobiose na forma de aldeído hidratado (Izumi, 1973). 
No entanto, condições de hidrólise mais intensa promovem a degradação das 
unidades de 3,6-anidrogalactose, e originam oligossacarídeos com número ímpar de 
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unidades monossacarídicas. Assim as extremidades são sempre unidades A na forma 
de terminais redutores e não redutores (Yu et al., 2002). 
Assim, processos de hidrólise parcial para formação de oligossacarídeos e/ou 
fragmentos de baixa massa molar compreendem outro destaque na modificação 
química de polissacarídeos. Quando da presença de extremidades redutoras, estas 
moléculas podem ser seletivamente manipuladas para funcionalização e utilização em 
etapas subsequentes de modificação química. 
Condições suaves de hidrólise ácida com TFA 0,1 mol.L-1 a 65 °C permitiram a 
obtenção de oligossacarídeos estáveis de agarose e kappa-carragenana, os quais 
apresentam extremidades redutoras de 3,6-anidrogalactose na forma de aldeído 
hidratado (FIGURA 6) (Ducatti et al., 2011). 
 
FIGURA 6 - OLIGOSSACARÍDEOS REDUTORES OBTIDOS POR HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DE 
KAPPA-CARRAGENANA COMERCIAL 
 
FONTE: Ducatti et al., 2011. 
 
A produção de oligossacarídeos por meio de hidrólise enzimática ou hidrólise 
ácida parcial a partir de galactanas de algas vermelhas tem sido enfatizada devido à 
bioatividade que estas moléculas apresentam. Agaro-oligossacarídeos são capazes 
de diminuir a produção da citocina TNFα, apresentando propriedade anti-inflamatória 
(Kobayashi et al., 2003). Propriedades antialérgica, carcinostática e de inibição da 
apoptose foram também relatadas. As galactanas podem ser degradadas 
quimicamente mantendo o padrão de sulfatação do polissacarídeo de origem. Estes 
oligossacarídeos de carragenanas mostraram atividade antitumoral in vivo e in vitro, 
além de capacidade de inibição da angiogênese (Haijin et al., 2003). A bioatividade 
não está relacionada apenas com o grau de sulfatação da porção glicídica, mas, 
sobretudo, com a regioquímica dos grupos sulfato. 
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2.2.5 Modificações químicas via click chemistry 
As hidroxilas presentes nas cadeias polissacarídicas podem ser 
transformadas em outras funções químicas, como amina e azida. Com a inserção de 
grupos com reatividades diferentes das hidroxilas existe a possibilidade de 
manipulação ortogonal dos polissacarídeos, o que permite a semissíntese de 
polímeros com características muito específicas. Este aspecto destaca as reações 
realizadas por click chemistry. 
O termo click chemistry é utilizado para descrever reações simples, de grande 
aplicabilidade, alto rendimento, estereoespecíficas e que formam produtos de fácil 
purificação (Meldal e Tornøe, 2008). Uma reação que possui estes critérios é a 
variação da reação de cicloadição 1,3-dipolar de Huisgen que utiliza cobre como 
catalisador. A reação pode ser conduzida em água a temperatura ambiente e utiliza 
grupos azida e alquino como substratos para sintetizar triazóis 1,4 dissubstituídos 
(FIGURA 7a) (Elchinger et al., 2011). 
 










Cicloadição alquil-azida catalisada por Cu (I), uma variação da Reação de cicloadição 1,3-dipolar de 
Huisgen (a); Glucana funcionalizada com grupo azida submetida a cicloadição alquil-azida catalisada 
por Cu (I), resultando em compostos ligados a diferentes radicais R (β-lactosídeo, pireno, ferroceno e 
porfirina) (b). FONTE: Elchinger et al., 2011; Hasegawa et al., 2006. 
 
Hasegawa e colaboradores (2006) inseriram de forma seletiva a função azida 
no C6 de uma glucana β-(1→3) por meio de um intermediário bromo alquil. O 
polissacarídeo contendo a função azida foi submetido a reações de cicloadição 
utilizando diferentes moléculas funcionalizadas com os radiais R (β-lactosídeo, pireno, 
ferroceno e porfirina) (FIGURA 7b). Os polímeros produzidos apresentam potencial 
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2.2.6 Modificações químicas que originam redes integradas de polissacarídeos 
Ainda no contexto de modificações de polissacarídeos destacam-se três 
formas de combinação de polímeros para obtenção de redes integradas ou ainda 
copolímeros: curing, quando ocorrem interações físicas entre polímeros produzindo 
camadas integradas; blending, que representa a mistura entre duas ou mais 
moléculas poliméricas e grafting/crosslinking, que geram interações covalentes entre 
polímeros, formando copolímeros ou estruturas em rede (Bhattacharya e Misra, 2004). 
Copolímeros anfifílicos foram produzidos a partir da inserção de metilcelulose 
de baixa massa molar aos polissacarídeos quitosana e hialuronana-ADH, uma 
hialuronana previamente aminada com diidrazida adípica (ADH). As moléculas de 
metilcelulose ligam-se covalentemente aos grupos amino presentes, tanto na 
quitosana quanto na hialuronana-ADH, por meio de aminação redutiva.  A reação de 
aminação redutiva ocorre entre o grupo hemiacetálico (aldeído redutor) da 
metilcelulose e os grupos amino presentes ao longo da estrutura dos outros 
polissacarídeos, na presença do agente redutor cianoboroidreto de sódio (NaBH3CN). 
Os copolímeros resultantes foram caracterizados por meio de análise elementar de 
nitrogênio e RMN de 1H e analisados em relação às suas propriedades reológicas. A 
autora destaca que na condição de pH 6 e presença de NaBH3CN a redução dos íons 
imínio é mais rápida quando comparada a redução dos grupos carbonílicos, o que 
permite a reação in situ da amina com a carbonila. O comportamento reológico dos 
copolímeros foi aperfeiçoado em comparação com a mistura equivalente de seus 
constituintes (Rinaudo, 2011). 
Desta forma, a produção de copolímeros a partir de polissacarídeos também 
pode ser realizada no sentido de formar estruturas em rede para produção de 
biomateriais (Oezyuerek et al., 2009) ou ainda nanopartículas (Mizrahy e Peer, 2012) 
com diversas aplicações biotecnológicas. Estas modificações trazem perspectivas de 
novas empregabilidades para polissacarídeos comerciais com aplicações já bem 
estabelecidas (Rinaudo, 2011), bem como para polissacarídeos como as ulvanas, as 
quais apresentam potencial aplicação na produção de biomateriais 2D e 3D com 
diferenciadas aplicações biotecnológicas (Alves et al., 2012b; Alves et al., 2013c).  
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2.3 TENDÊNCIAS NA ÁREA DE MODIFICAÇÕES QUÍMICAS EM 
POLISSACARÍDEOS 
O futuro da modificação química em polímeros é caracterizado pela contínua 
adaptação de suas estruturas e propriedades por meio da expansão de métodos 
químicos e biológicos, que visem controlar os processos de melhoramento e síntese 
das moléculas de interesse (Baldwin e Kiich, 2010). Destaca-se, ainda, o crescente 
interesse pela utilização de compostos de fontes renováveis e por processos 
sustentáveis (Cumpstey, 2013). 
Neste contexto, nota-se o aumento de estudos que utilizam polissacarídeos 
como blocos de construção para o desenvolvimento de biomateriais, os quais podem 
ser utilizados na produção de nanopartículas para liberação de fármacos de maneira 
alvo-específica e controlada; hidrogéis com propriedades pró-angiogênicas para 
implantes; membranas e estruturas 3D que mimetizam a matriz extracelular e podem 
ser utilizadas para diferenciação, proliferação de células e engenharia de tecidos, bem 
como curativos inteligentes que participam do processo de cicatrização; entre outros 
(Mizrahy e Peer, 2012; Alves et al., 2012a; Zieris et al., 2010; Yang et al. 2015; Han 
et al., 2015; Barros et al., 2013). 
Partículas nanocarreadoras podem ser desenvolvidas com o intuito de liberar 
fármacos em sítios específicos, como descrevem Han e colaboradores (2015). Estes 
autores desenvolveram nanocarreadores anfifílicos com copolímeros de ácido 
hialurônico (HA) e específicos para ação em células tumorais. As nanopartículas 
sofrem reações de redução no ambiente celular porque apresentam revestimento de 
HA com ligações dissulfeto. Doxorubicina, um modelo de medicamento antitumoral, 
foi carreada pelas nanopartículas de liberação lenta em condições de pH fisiológico. 
O aumento na liberação de doxorubicina ocorreu na presença de glutationa, um 
tripeptídeo capaz de reduzir as pontes dissulfeto no citoplasma celular. Além disso, as 
nanopartículas também foram capazes de liberar o fármaco dentro do núcleo das 
células SCC7, tanto in vitro quanto in vivo, resultando em uma melhor eficácia do efeito 
antitumoral (Han et al., 2015). 
O principal problema das terapias com biomateriais desenvolvidos pela 
engenharia de tecidos está relacionada à escassa vascularização dos sistemas. Uma 
das formas para solucionar o problema constitui na construção de biomateriais 
capazes de induzir uma resposta angiogênica localizada, fornecendo estímulo para 
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formação de novos capilares sanguíneos, a partir dos vasos microvasculares pré-
existentes, após a implantação do tecido no alvo. Nesta linha de pesquisa foram 
desenvolvidos hidrogéis de heparina com PEG-ramificados, contendo grupos 
negativos N- e O-sulfato, capazes de interagir com os resíduos básicos de arginina e 
lisina constituintes dos fatores de crescimento FGF-2 e VEGF. A cultura de células 
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) demonstrou a interação entre a 
apresentação dos fatores de crescimento, as características adesivas e a elasticidade 
das matrizes de gel no comportamento celular, permitindo identificar condições pró-
angiogênicas (Zieris, et al., 2010). A exemplo do uso da heparina como biomaterial 
para produção de hidrogéis com propriedades pró-angiogênicas (Zieris, et al., 2010), 
destaca-se que a presença de ácidos glucurônico e idurônico nas ulvanas sugere 
similaridade com os glicosaminoglicanos de mamíferos, e ainda indica que as ulvanas 
podem estar envolvidas nos processos de adesão e coesão da parede celular 
(Quemener et al., 1997; Lahaye et al., 1999). 
As ulvanas apresentam motivos estruturais que viabilizam o desempenho de 
atividades biológicas, como citado previamente, em função da presença dos 
monossacarídeos raros L-ramnose e ácido L-idurônico. Adicionalmente, outros 
monossacarídeos constituintes tais como ácido D-glucurônico e xilose são de 
interesse para realização de modificações químicas em ulvanas. Assim, a importância 
e o interesse por essas biomoléculas refletem no número de patentes motivadas pela 
diversidade de aplicações que as ulvanas representam, desde a indústria de 
cosméticos, alimentos e farmacêutica, até no desenvolvimento de novos biomateriais 
(Alves et al., 2013a). 
Neste contexto, novos biomateriais 2D e 3D, têm sido propostos a partir da 
modificação química de ulvanas, como membranas poliméricas ou ainda complexos 
de polieletrólitos entre ulvanas e polissacarídeos carregados positivamente, ou ainda 
hidrogéis termoresponsivos. Estes biomateriais apresentam potenciais aplicações em 
diferentes áreas biotecnológicas. A seguir são descritos alguns exemplos de 
modificações químicas em ulvanas, as quais agregam valor biotecnológico a estes 
polissacarídeos. 
Membranas poliméricas 2D de ulvana moldadas por solvente foram 
produzidas após a funcionalização da ulvana com 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE) 
em meio básico. A ulvana reticulada com BDDE perde a solubilidade em água e 
permanece estável em condições fisiológicas. As membranas foram caracterizadas 
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por espectroscopia de infravermelho e microscopia eletrônica de varredura. As 
membranas apresentaram alta capacidade de absorção de água (~1800% da sua 
massa inicial) e foram capazes de atuar liberando ~49% de dexametasona de forma 
constante, seguida por uma liberação mais lenta e contínua por 14 dias. Os autores 
sugerem que as ulvanas podem compor curativos inteligentes ou ainda veículos de 
liberação controlada de drogas (Alves et al., 2012b). 
Adicionalmente, membranas 2D puderam ser produzidas por meio de 
complexos de polieletrólitos através da combinação de ulvana e quitosana, polímeros 
de caráter aniônico e catiônico, respectivamente. A combinação de dois polímeros de 
cargas opostas produziu interações eletrostáticas, formando estruturas 
supramoleculares (fibras e nanofibras) e membranas estáveis. A presença de ambos 
polissacarídeos, quitosana policatiônica e ulvana polianiônica, foi sugerida pelas 
análises de espectroscopia de infravermelho com reflexão total atenuada (ATR-FTIR). 
A citocompatibilidade dos polissacarídeos e dos polieletrólitos formados foi verificada 
por microscopia de fluorescência. Os resultados mostraram que as ulvanas e as 
membranas de ulvana/quitosana promoveram adesão e proliferação de osteoblastos 
7F2, mantendo a viabilidade e a morfologia celulares. Os padrões de porosidade das 
membranas puderam ser alterados ao variar a proporção de polissacarídeos utilizados 
na formação dos complexos. As estruturas de nanofibras das membranas construídas 
mimetizam a porção fibrosa da matriz extracelular e podem ser responsáveis pela 
adesão dos osteoblastos. Assim, sugere-se que estes complexos de polieletrólitos 
possam ser utilizados como “scaffolds” em função de suas propriedades de adesão 
celular (Toskas et al., 2012). 
Com o intuito de produzir biomateriais 3D, Barros e colaboradores (2013) 
promoveram a inserção de grupos carboximetil às hidroxilas da ulvana extraída de U. 
lactuca por meio da carboximetilação com ácido monocloroacético. No mesmo estudo 
também foi realizada a carboximetilação da quitosana isolada do gládio da lula Loligo 
forbesis. Os graus de substituição foram estimados, respectivamente, em ~98% e 
~87%, por meio da análise do aumento da massa molar ponderal média determinada 
por GPC (cromatografia de gel permeação). A reação de inserção de grupos 
carboximetil foi confirmada por espectroscopia de infravermelho e quantificada por 
meio de titulação condutimétrica e RMN de 1H. Misturas da ulvana e da quitosana 
carboximetiladas foram testadas na formulação de cimentos ósseos de ionômero de 
vidro, livres de ácido poliacrílico. Testes mecânicos e de bioatividade in vitro indicaram 
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que a inclusão da ulvana carboxilada à formulação do cimento ósseo melhorou sua 
performance mecânica e gerou cimentos não tóxicos (Barros et al., 2013). 
Hidrogéis termoresponsivos de ulvanas também podem apresentar 
aplicações biomédicas. A propriedade termoresponsiva da ulvana foi obtida por meio 
da inserção do componente termosensível poli(N-isopropilacrilamida) à cadeia 
polissacarídica. Primeiramente as hidroxilas foram adicionadas de grupos acriloil, os 
quais funcionam como macroiniciadores da reação de polimerização radicalar de N-
isopropilacrilamida, a qual foi induzida por radiação UV. As propriedades 
termogeleificantes do copolímero produzido foram verificadas por análises térmicas e 
reológicas. Os resultados demonstram que a transição sol-gel do copolímero ocorre a 
30-31 °C, sugerindo que o copolímero de ulvana pode ser utilizado como sistema de 
formação de hidrogel in situ nas aplicações biomédicas (Morelli et al., 2016). 
O aperfeiçoamento da aplicabilidade de polissacarídeos com utilidades bem 
estabelecidas pode ser alcançado a partir de modificações químicas. Adicionalmente, 
a exemplo dos estudos citados acima, as modificações químicas permitem produzir 
moléculas com propriedades inéditas, ou ainda propor moléculas em substituição 
àquelas que não pertencem a rotas sustentáveis de obtenção, produção e utilização. 
As ulvanas destacam-se em relação a sua versatilidade química e a sua 
bioatividade, motivos pelos quais estas moléculas têm sido cada vez mais estudadas 
e utilizadas em modificações químicas para produção de biomateriais com possíveis 
aplicações biomédicas (Morelli et al., 2016). 
Desta forma, tendo em vista a biodegradabilidade e a pronta obtenção de 
polissacarídeos a partir de algas marinhas, as quais constituem fonte renovável destes 
polímeros naturais, o presente trabalho explora o potencial das ulvanas para obtenção 
de derivados inéditos por meio de abordagens, também inéditas, de modificação 






Modificações químicas em polissacarídeos, o estudo de sua estrutura química 
e a avaliação das suas atividades biológicas, justificam-se tendo em vista seus 
aspectos: (1) Econômico: pela ampla utilização de polissacarídeos em diversos 
setores industriais; (2) Ambiental: que compreende a sustentabilidade em 
consequência da disponibilidade de polissacarídeos biodegradáveis obtidos de algas, 
as quais constituem fontes renováveis de biomoléculas interessantes com estruturas 
químicas particulares; (3) Biológico: que demonstra inúmeras interações biológicas 
entre polissacarídeos e a maquinaria celular de diferentes organismos e, portanto, 
diversas propriedades biológicas para estas biomoléculas; (4) Químico: que inclui a 
diversidade estrutural e a necessidade da caracterização química dos 
polissacarídeos, bem como as diversas possibilidades de modificações químicas 
destas moléculas; (5) Biotecnológico: em função do crescente interesse pelos 
polissacarídeos na biologia molecular, química industrial e engenharia bioquímica. 
Estudos do grupo de pesquisa em Glicobiologia Estrutural de Carboidratos de 
Algas Marinhas (GLICAM, UFPR), do qual a autora é parte integrante, demonstraram 
que diferentes tipos de polissacarídeos sulfatados isolados de macroalgas marinhas 
apresentam importantes atividades biológicas, as quais estão relacionadas com 
particularidades estruturais do polímero nativo ou quimicamente modificado (Duarte 
et al., 2004; Talarico et al., 2004, 2005, 2007, 2011; Araújo et al., 2013; Mendes et al., 
2014; Ropellato et al., 2015; Freitas, 2015; Silva et al., 2015, 2016). 
Assim, polissacarídeos obtidos de algas destacam-se por apresentar ampla 
diversidade estrutural bem como atividades biológicas diversas, podendo ser 
modificados de maneira a expandir suas aplicabilidades em diversas áreas 
biotecnológicas. Neste contexto, o presente trabalho utilizou abordagens inéditas na 
modificação química de ulvanas, além de promover a semissíntese de polissacarídeos 





4.1 OBJETIVO GERAL 
O objetivo geral do presente trabalho foi a obtenção de polissacarídeos 
modificados derivados da ulvana da alga verde Ulva fasciata. 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Amidação das carboxilas da ulvana; 
 Clivagem oxidativa seguida de aminação redutiva da ulvana; 
 Semissíntese de polissacarídeos híbridos utilizando a kappa-carrabiose; 
 Caracterização das modificações químicas por métodos químicos e 
espectroscópicos; 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6 MATERIAL E MÉTODOS 
6.1 MATERIAL 
Os exemplares da alga verde Ulva fasciata Delile (Clorophyta) foram 
coletados em Bombinhas-SC e identificados pela Profa. Dra. Franciane Maria 
Pellizzari (UNESPAR, Paranaguá-PR). A alga vermelha Kappaphycus alvarezii (Doty) 
Doty ex P.C.Silva (Rhodophyta), foi cultivada e cedida pelo Núcleo de Pesquisa do 
Litoral Norte, em Ubatuba, São Paulo (Paula et al., 1999). A heparina não fracionada 
(Callbiochem®, 192,0 UI.mg-1) e o m-periodato de sódio foram adquiridos da Merck 
(Alemanha). N,N-dimetilformamida anidra (DMFa), 2-metil-2-buteno, complexo 
piridina-trióxido de enxofre, cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida 
(EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), 1,3-diaminopropano1 (DAP), 1,6-diaminoexano 
(HMD) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). n-Pentilamina (Am), foi adquirida da 
Acros Organics. Todos os outros reagentes químicos que foram utilizados são de grau 
analítico. 
6.2 EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS: OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES 
POLISSACARÍDICAS DE ULVANA (F) E Κ-CARRAGENANA (K) 
Os exemplares da alga verde Ulva fasciata foram lavados em água corrente, 
secos em estufa a 50 °C, moídos em moinho de faca e então submetidos à extração 
aquosa (6% m/v) à 80 °C sob agitação mecânica. Após centrifugação, ao 
sobrenadante foi adicionado etanol (3 volumes) e acetato de potássio. O precipitado 
etanólico foi ressolubilizado em água, concentrado à pressão reduzida em evaporador 
rotativo, dialisado sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água 
destilada (MWCO 12-14 kDa), e liofilizado, originando fração polissacarídica F. O 
resíduo de alga foi submetido a mais duas extrações aquosas, como descrito acima, 
originando assim as frações F2 e F3. A fração polissacarídica F foi utilizada nas 
modificações químicas descritas neste trabalho. 
_______________  
 
1 No presente trabalho optou-se por adotar a nomenclatura trivial para descrever os reagentes utilizados 
e os produtos obtidos. Destaca-se que, de acordo com as atuais regras de nomenclatura da IUPAC, 
a diamina trivialmente referida como 1,3-diaminopropano deve ser nomeada por propano-1,3-
diamina. A nomenclatura IUPAC pode ser verificada em FAVRE, H. A.; POWELL, W. H. Nomenclature 




A alga Kappaphycus alvarezii foi lavada em água corrente, seca a temperatura 
de 60ºC e depois tratada com KOH 6% por 48 h em temperatura ambiente, lavada 
novamente em água corrente e seca a 60 °C (Paula et al., 1999). A alga seca e moída 
foi submetida à extração com tampão fosfato 0,025 mol.L-1, pH 7,0 (2% m/v) sob 
agitação mecânica, a 65 °C, por 5 h. O extrato obtido foi centrifugado e ao 
sobrenadante foi adicionado etanol (3 volumes).  Após centrifugação o precipitado foi 
ressolubilizado em água, concentrado à pressão reduzida em evaporador rotativo, 
dialisado sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada 
(MWCO 12-14 KDa) e então liofilizado, originando a fração polissacarídica K. A 
segunda extração, nas mesmas condições, originou a fração K2. 
6.3 TRATAMENTO COM CLORETO DE POTÁSSIO 
Uma porção da fração K foi solubilizada em água destilada (0,3% m/v), à esta 
solução foi adicionado KCl sólido (concentração final 0,1 mol.L-1) sob agitação por 3 h, 
permanecendo em repouso por 16 h a 4 °C. A centrifugação (12.000 g por 20 minutos) 
do extrato polissacarídico tratado originou um precipitado e um sobrenadante, os 
quais foram dialisados contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1, água destilada e então 
liofilizados. Desta forma o tratamento com KCl 0,1 mol.L-1 originou a fração K-01P 
insolúvel em KCl 0,1 mol.L-1 e a fração K-01S solúvel. 
6.4 HIDRÓLISE ÁCIDA TOTAL 
As análises de composição monossacarídica foram realizadas através de 
hidrólise ácida total com TFA 1 mol.L-1 por 4 h a 100 °C. Para os polissacarídeos 
permetilados a hidrólise ácida total (Matulewicz et al., 1990) foi conduzida com ácido 
fórmico 45% a 100 °C por 16 h. As amostras hidrolisadas foram reduzidas com NaBH4 
ou NaBD4 por 12 h e depois neutralizadas com ácido acético (AcOH) para retirada do 
excesso de agente redutor. Posteriormente as amostras foram codestiladas três vezes 
com metanol, para remover o borato de trimetila, composto volátil derivado do ácido 
bórico produzido na etapa de redução. Após liofilização, os alditóis foram acetilados 
com 0,2 mL da mistura de anidrido acético e piridina (1:1 v/v) por 12 h a temperatura 
ambiente. As amostras na forma de alditol acetato foram submetidas a cromatografia 
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 
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6.5 CARBOXIRREDUÇÃO 
Porções da fração polissacarídica F foram submetidas ao processo de 
carboxirredução dos monossacarídeos ácidos de acordo com o método de Taylor e 
Conrad (1972), utilizando-se NaBH4 ou NaBD4. As porções de F foram solubilizadas 
em tampão MES 0,2 mol.L-1 (pH 4,75) e na sequência foi adicionada carbodiimida [1-
ciclohexil-3-(2-morfolinoetil)-carbodiimida] (CMC) na proporção de 1,0 mmol de 
carbodiimida : 100 meq. de carboxila, sendo as amostras mantidas sob agitação por 
1 hora. Após ajuste do pH para 7,0 pela adição de tampão TRIS 2 mol.L-1, foi 
adicionado NaBH4 ou NaBD4 até a obtenção de uma solução 2 mol.L-1. Após 12 h a 
30 °C e neutralização com HCl, as frações FR e FR*, respectivamente reduzidas com 
NaBH4 e NaBD4, foram dialisadas contra água destilada e liofilizadas. 
6.6 DESSULFATAÇÃO POR TRATAMENTO SOLVOLÍTICO 
6.6.1 Preparo do sal de piridônio 
O processo de solvólise foi conduzido com os polissacarídeos nativo F e 
carboxirreduzido FR na forma de sal de piridônio. Este sal é formado através da 
solubilização do polissacarídeo em água e adição da resina catiônica Dowex 50 x 8 
na forma ácida (H+), sob agitação magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. 
Os filtrados foram neutralizados com piridina, até pH 7,0 e liofilizado (Nagasawa et al., 
1979). 
6.6.2 Solvólise 
Os polissacarídeos nativo F e carboxirreduzido FR, na forma de sal de 
piridônio, foram solubilizados em uma mistura de dimetilsulfóxido (DMSO), metanol e 
piridina, na proporção de 89:10:1 v/v/v, respectivamente, respeitando-se a relação de 
10 mg de polissacarídeo para 3 mL de mistura (Nagasawa et al., 1979). 
As soluções resultantes foram mantidas a 100 ºC durante 4 h. Após 
resfriamento, as amostras solvolisadas foram dialisadas contra água destilada e então 
liofilizadas. A ulvana nativa F dessulfatada e a carboxirreduzida FR dessulfatada 
foram identificadas pelas siglas FD e FRD, respectivamente. 
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6.7 ANÁLISE DE METILAÇÃO 
6.7.1 Preparo do sal de trietilamônio 
As frações carboxirreduzidas, marcada com deutério FR* e dessulfatada FRD, 
foram inicialmente reduzidas com NaBH4, para garantir a redução das extremidades 
redutoras dos polissacarídeos e evitar degradação dos mesmos durante o processo 
de metilação, o qual é realizado em meio básico. Após a redução FR* e FRD foram 
neutralizadas com AcOH e dialisadas até condutividade zero e então dialisadas contra 
solução de trietilamina 5% (m/v) durante 12 h. Depois de 4 h em diálise contra água 
destilada com duas trocas da água de diálise, os polissacarídeos foram liofilizados. A 
diálise contra trietilamina visa obter polissacarídeos na forma de sal de trietilamônio 
os quais são solúveis no solvente aprótico DMSO utilizado no processo de metilação 
(Stevenson e Furneaux, 1991). 
6.7.2 Metilação e derivatização 
Os polissacarídeos FR* e FRD na forma de sal de trietilamônio foram 
submetidos ao procedimento de metilação conforme o método de Ciucanu e Kerek 
(1984). Após solubilização dos polissacarídeos em DMSO (proporção de 1 mL para 
15 mg de polissacarídeo), adicionou-se hidróxido de sódio (NaOH) pulverizado 
(30 mg) e a mistura permaneceu sob agitação mecânica vigorosa por 30 minutos. 
Após esse intervalo de tempo, adicionou-se ao meio iodometano (ICH3) (proporção de 
0,1 mL para 15 mg de polissacarídeo) sob agitação mecânica vigorosa por mais 30 
minutos. Este processo (adição de NaOH e iodometano) foi repetido por mais duas 
vezes, completando-se assim a primeira etapa de metilação. As frações sofreram 
duas ou três etapas de metilação, sendo que após cada etapa as frações foram 
neutralizadas com AcOH, dialisadas contra água destilada e liofilizadas. Os 
polissacarídeos permetilados foram submetidos à hidrólise ácida total com ácido 
fórmico 45%, a 100 °C, por 16 h. Após remoção do ácido por codestilação com água 
(três vezes) os produtos de hidrólise foram reduzidos com NaBD4 ou NaBH4 por 12 h 
e acetilados com anidrido acético:piridina (1:1 v/v) por 12 h a temperatura ambiente. 




6.8 MODIFICAÇÕES QUÍMICAS 
As frações polissacarídicas F e K foram submetidas a diferentes processos de 
modificação química. Os processos de obtenção de cada fração modificada são 
descritos a seguir e seguem o esquema geral (FIGURA 9): 
 












EDC/NHS, 30 °C, 3 h
Oxidação NaIO4, 72 h





















55 °C, 15 h
Aminação redutiva
55 °C, 15 h
Aminação redutiva
55 °C, 24 h
Aminação redutiva


















Am  n-pentilamina     DAP 1,3-diaminopropano 
EDC  N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida F ulvana de U. fasciata 
K  kappa-carragenana de K. alvarezii  HMD 1,6-diaminoexano 
NaOI4  m-periodato de sódio    NHS N-hidroxisuccinimida 
Piridina-SO3 complexo piridina-trióxido de enxofre  TFA ácido trifluoracético  
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6.9 MODIFICAÇÃO QUÍMICA DA ULVANA VIA AMIDAÇÃO COM MONOAMINA: 
OBTENÇÃO DA FRAÇÃO Fd5m 
No procedimento de amidação para produção de Fd5m, uma porção da fração 
polissacarídica F (0,25% m/v) foi solubilizada em tampão MES 0,2 mol.L-1 (pH 4,27) e 
foi adicionada de n-pentilamina (Am, 20 meq.), então o pH foi ajustado para 4,27 com 
HCl 1 mol.L-1. As porções de cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida 
(EDC; 4 meq.) e N-hidroxisuccinimida (NHS; 5 meq.) foram pesadas separadamente 
e então solubilizadas em água (2,5 mL). Assim a solução aquosa contendo os devidos 
equivalentes de EDC e NHS foi adicionada à reação. Após ajuste do pH para 4,27 a 
mistura permaneceu sob agitação por 3 h a 30 °C. Após diálise sequencial contra 
água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada (MWCO 6-8 KDa) o material retido na 
diálise foi liofilizado, originando a fração ulvana-amida Fd5m. 
Destaca-se que os miliequivalentes (meq.) de amina, EDC e NHS utilizados 
nas reações de amidação da ulvana F foram calculados em relação a quantidade de 
carboxilas presentes no polissacarídeo. Assim, tendo em vista que a análise estrutural 
da ulvana F mostrou 25% (m/m) de ácidos urônicos presentes neste polissacarídeo e 
considerando-se a relação de 1 meq. de carboxila igual a 198 mg de ácido urônico 
(valor que corresponde a massa dos monossacarídeos ácidos presentes na ulvana na 
forma sódica), tem-se que para 100 mg da ulvana F há 25 mg de ácidos urônicos, os 
quais correspondem a 0,126 meq. de carboxila. 
6.10 MODIFICAÇÃO DA ULVANA VIA AMIDAÇÃO COM DIAMINAS: OBTENÇÃO 
DAS FRAÇÕES Fd3 E Fd6 
Nos procedimentos preparativos de amidação para produção de Fd3 e Fd6, 
porções da fração polissacarídica F (0,25% m/v) foram solubilizadas, separadamente, 
em tampão MES 0,2 mol.L-1 (pH 4,27) e foram adicionadas de 1,3-diaminopropano 
(DAP, 20 meq.) ou 1,6-diaminoexano (HMD, pelo menos 20 meq. em estado líquido a 
aproximadamente 40 °C), então o pH foi ajustado para 4,27 com HCl 2 mol.L-1. Os 
equivalentes foram calculados assim como descrito no item 6.9. As porções de 
cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDC; 4 meq.) e N-
hidroxisuccinimida (NHS; 5 meq.) foram pesadas separadamente e então 
solubilizadas em água. Assim as soluções aquosas contendo os devidos equivalentes 
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de EDC e NHS foram adicionadas às reações de amidação com cada uma das 
diaminas. Após ajuste do pH para 4,27 as reações permaneceram em agitação por 
3 h a 30 °C. Após diálise sequencial contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água 
destilada (MWCO 6-8 KDa) os meios reacionais foram liofilizados, originando as 
frações de ulvana modificadas: Fd3 para ulvana-amida obtida por meio da ligação 
covalente entre as carboxilas da ulvana e a diamina 1,3-diaminopropano e Fd6 para 
ulvana-amida obtida a partir da ligação covalente entre as carboxilas dos ácidos 
urônicos com a diamina 1,6-diaminoexano. 
6.11 MODIFICAÇÃO DA ULVANA VIA OXIDAÇÃO SEGUIDA DE AMINAÇÃO 
REDUTIVA: OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES Fn3 E Fn6 
Nos procedimentos preparativos de oxidação-aminação redutiva sequencial 
para produção de Fn3 e Fn6, porções da fração polissacarídica F (0,25% m/v) foram 
solubilizadas com auxílio de temperatura (~30 °C), separadamente, em solução 
aquosa de n-propanol 20% (v/v). As soluções polissacarídicas foram acondicionadas 
em balões de fundo redondo isolados da luz ambiente, foi adicionado m-periodato de 
sódio (NaIO4, concentração final 18,7 mmol.L-1) e mantidas sob agitação a 
temperatura de 55 °C por 72 h (pH inicial de oxidação igual a 5). A reação de oxidação 
foi interrompida com a adição de etilenoglicol (concentração final 36,4 mmol.L-1) e 
agitação por mais 30 min (pH final de oxidação igual a 5). Parte dos meios reacionais 
(5 mL) de cada balão foram aliquotados para comparação de ambos os processos de 
oxidação da ulvana, tendo sido dialisados (MWCO 6-8 KDa) sequencialmente contra 
água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada e liofilizados. Estas frações foram 
denominadas Fa3 e Fa6, referentes às formas aldeídicas da ulvana para ambas as 
reações de oxidação realizadas em condições idênticas. Ao restante de cada um dos 
meios reacionais foram adicionadas 1,3-diaminopropano (DAP, concentração final 
236,6 mmol.L-1) ou 1,6-diaminoexano (HMD, em estado líquido a aproximadamente 
40 °C, concentração final 261,2 mmol.L-1). O pH resultante após a adição das 
diaminas foi igual a 12 para ambos os meios reacionais, os quais tiveram o pH 
ajustado para 5,0 primeiramente com HCl concentrado e depois com HCl 2 mol.L-1. 
Os meios reacionais, cada um contendo a ulvana oxidada em presença de uma das 
diaminas, permaneceram em pH 5, à 55 °C sob agitação, durante 5 h e então cada 
meio foi adicionado de AcOH (concentração final 4 mmol.L-1) e NaBH3CN 
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(concentração final 14 mmol.L-1), sendo o pH de cada meio ajustado para pH igual a 
5. Os meios reacionais, em presença de AcOH, agente redutor e diaminas, 
permaneceram à 55 °C sob agitação, durante 15 h. Ao final dos processos de 
aminação redutiva os valores de pH dos meios reacionais foram iguais a 6,0 e 5,5, 
para as reações de produção de Fn3 e Fn6, respectivamente. Os meios reacionais 
foram evaporados em evaporador rotativo (~50 °C) e então dialisados 
sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada, e então 
liofilizados, originando as frações de ulvana funcionalizadas: Fn3 para ulvana-amina 
obtida a partir da ligação covalente entre as os grupos aldeído formados pela oxidação 
com m-periodato e a diamina 1,3-diaminopropano e Fn6 para ulvana-amina obtida a 
partir da ligação covalente entre as os grupos aldeído e a diamina 1,6-diaminoexano. 
6.12 SULFATAÇÃO QUÍMICA DA K-CARRAGENANA: OBTENÇÃO DA FRAÇÃO 
QUIMICAMENTE SULFATADA KS 
A fração K (6 g) foi reduzida com NaBH4 (625 mg) por 12 h sob agitação a 
temperatura ambiente, neutralizada com AcOH sob agitação até pH 7,0, dialisada 
sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1, água destilada e triatilamina 
3% (m/v) (MWCO 6-8 KDa) e liofilizada (Araújo et al., 2013). A fração K (6,7 g) na 
forma de sal de trietilamônio foi solúvel no meio reacional de sulfatação química. 
Assim, após sua solubilização em DMFa (0,56% m/v) foram adicionados ao meio 
reacional: 2-metil-2-buteno (10% v/v) e, aos poucos, complexo de piridina-SO3 (5% 
m/v). O meio reacional de sulfatação, com pH inicial igual a 4, foi mantido sob agitação 
por 7 h a temperatura ambiente. A reação foi interrompida com NaHCO3 (até pH 5) e 
então o polissacarídeo precipitado com etanol 3 volumes, centrifugado e 
ressolubilizado em tampão fosfato 0,025 mol.L-1 (pH 7,0). Após diálise sequencial 
contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada (MWCO 6-8 KDa) o 
polissacarídeo foi liofilizado, originando a fração de kappa-carragenana quimicamente 
sulfatada (KS). 
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6.13 HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DAS K-CARRAGENANAS NATIVA (K) E 
QUIMICAMENTE SULFATADA (KS): OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES Kb, K15 E 
KS15 
As frações polissacarídicas de kappa-carragenana nativa (K) e quimicamente 
sulfatada (KS) foram submetidas a processos de hidrólise ácida parcial para obtenção 
de despolimerizados (modificado de Ducatti et al., 2011). As frações K e KS foram 
solubilizadas em água (80-90 °C) e adicionadas de TFA 1 mol.L-1 (concentração final 
0,1 mol.L-1) e permaneceram por 15 minutos a 65 °C. Aos meios reacionais foi 
adicionada água (proporção 1:1) e então foram evaporados em evaporador rotativo, 
com água, em temperatura de até 50 °C, por três vezes. Após ressolubilizados em 
água e dialisados sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água 
destilada (MWCO 1 KDa) os despolimerizados obtidos de K e KS foram liofilizados, 
originando as frações K15 e KS15, respectivamente. 
Outra porção da fração K foi submetida ao processo de hidrólise ácida parcial 
para obtenção de dissacarídeos de kappa-carragenana (κ-carrabiose) (Stevenson e 
Furneaux, 1991). A fração K foi solubilizada em água (80-90 °C) e adicionada de TFA 
1 mol.L-1 (concentração final 0,1 mol.L-1) e permaneceu por 3 h a 80 °C, então foi 
adicionada de água e evaporada em evaporador rotativo com água (3x), codestilada 
com tolueno (3x) e então ressolubilizada em água e liofilizada, originando a fração 
dissacarídica Kb. 
6.14 SEMISSÍNTESE DE POLISSACARÍDEOS HÍBRIDOS SULFATADOS VIA 
AMINAÇÃO REDUTIVA 
As ulvanas, tendo sido funcionalizadas nas formas amida (Fd3 e Fd6) e amina 
(Fn3 e Fn6), apresentaram em suas estruturas grupos amino livres capazes de 
ligarem-se covalentemente aos oligossacarídeos redutores da fração Kb através de 
reações do tipo aminação redutiva. 
6.14.1 Semissíntese de polissacarídeos híbridos a partir de ulvanas-amida: obtenção 
dos polissacarídeos híbridos sulfatados Fd3-Kb e Fd6-Kb 
Porções de cada uma das ulvanas Fd3 e Fd6 foram solubilizadas 
(0,714% m/v) separadamente, em água, em balões de fundo redondo. A cada balão 
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foi adicionada a fração de kappa-oligossacarídeo redutor Kb (8 meq.). Após 
solubilização dos kappa-oligossacarídeos as misturas reacionais tiveram o pH 
ajustado para 5,0 com NaOH 8 mol.L-1 e permaneceram sob agitação por 7 h em 
temperatura ambiente. Então a cada mistura reacional foram adicionados AcOH 
(1,5 meq.) e NaBH3CN (5 meq.) e após ajuste do pH para 5 com NaOH 8 mol.L-1, os 
meios reacionais foram mantidos sob agitação a 55 °C por 15 h. O pH final das 
reações ficou em torno de 6. As misturas reacionais foram dialisadas, contra água 
destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada subsequentemente, em membranas de 6-8 
KDa. Os polissacarídeos híbridos sulfatados foram então liofilizados, originando as 
frações Fd3-Kb e Fd6-Kb. 
Os miliequivalentes (meq.) de Kb, AcOH e NaBH3CN utilizados nas reações 
de aminação redutiva das ulvanas-amida Fd3 e Fd6 foram calculados, assim como no 
item 6.9, em relação a quantidade de carboxilas presentes no polissacarídeo nativo F, 
supondo-se que todas as carboxilas sofreram amidação. 
6.14.2 Semissíntese de polissacarídeos híbridos a partir de ulvanas-amina: obtenção 
dos polissacarídeos híbridos sulfatados Fn3-Kb e Fn6-Kb 
Porções de cada uma das ulvanas Fn3 e Fn6 foram solubilizadas 
(0,714% m/v) separadamente, em água, em balões de fundo redondo. A cada balão 
foi adicionada a fração de kappa-oligossacarídeo redutor Kb (concentração final 
32,6 mmol.L-1). Após solubilização dos kappa-oligossacarídeos as misturas reacionais 
tiveram o pH ajustado para 5,0 com NaOH 8 mol.L-1 e permaneceram sob agitação 
por 7 h em temperatura ambiente. A cada mistura reacional foram adicionados AcOH 
(concentração final igual a 12,5 mmol.L-1) e NaBH3CN (concentração final igual a 
43 mmol.L-1) e após ajuste do pH para 5 com NaOH 8 mol.L-1 os meios reacionais 
foram mantidos sob agitação a 55 °C por 24 h. As misturas reacionais foram 
dialisadas, contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água destilada, 
subsequentemente, em membranas de 12-14 KDa. Os polissacarídeos híbridos 
sulfatados foram então liofilizados, originando as frações Fn3-Kb e Fn6-Kb. 
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6.15 MÉTODOS ANALÍTICOS 
6.15.1 Dosagem de carboidratos totais 
A dosagem de carboidratos totais foi realizada pelo método colorimétrico do 
fenol - ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956), que possui intervalos lineares entre 10-
40 µg para L-ramnose, 25-115 µg para ácido D-glucurônico, 5-75 µg para D-xilose e 
10-85 µg para D-galactose. As amostras foram preparadas em triplicata e as leituras 
foram realizadas em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 485nm para 
ulvanas e 490 nm para galactanas. As curvas-padrão foram realizadas a cada 
dosagem utilizando-se como padrão, para ulvanas, uma mistura de L-ramnose, ácido 
D-glucurônico e D-xilose numa razão de 5:3:2, em concentrações equivalentes a 10, 
20, 30, 35 e 40 μg de carboidratos. Para as amostras de galactana foram realizadas 
curvas-padrão com D-galactose em concentrações equivalentes a 10, 30, 50, 70 e 
80 μg de carboidratos. As amostras foram diluídas em soluções aquosas (1 mg.mL-1), 
sendo utilizados 50 μL desta solução para a dosagem. 
6.15.2 Dosagem de proteínas totais 
As dosagens de proteínas totais foram realizadas por método colorimétrico 
(Lowry et al., 1951) com intervalo linear entre 5-100 µg de proteína. As amostras foram 
preparadas em triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro, no 
comprimento de onda de 660nm. As curvas-padrão foram preparadas a cada 
dosagem utilizando-se como padrão soro-albumina bovina cristalina em 
concentrações equivalentes a 10, 20, 40, 60 e 70 μg de proteína. As amostras foram 
diluídas em água na concentração de 1 mg.mL-1, sendo utilizados 500 μL da solução 
de amostra na dosagem. 
6.15.3 Dosagem de ácidos urônicos 
A determinação do teor de ácidos urônicos foi realizada pelo método da m-
hidroxibifenila (Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991). Este método apresenta intervalo de 
quantificação de 1-38 μg de ácidos urônicos. As amostras foram preparadas em 
triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro, no comprimento de 
onda de 525 nm. As curvas-padrão foram preparadas a cada dosagem utilizando-se 
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como padrão ácido D-glucurônico em concentrações equivalentes a 2, 5, 10, 20 e 
30 μg de ácido urônico. As amostras foram diluídas em água na concentração de 
1 mg.mL-1, sendo utilizados 100 μL da solução de amostra na dosagem. 
6.15.4 Dosagem de grupos O-sulfato 
A determinação do teor de grupos O-sulfato foi realizada pelo método de 
Dodgson e Price (1962), após hidrólise das amostras com HCl 1 mol.L-1 durante 5 h a 
105-110 ºC. Às amostras adiciona-se o reativo gelatina-bário, no qual o cloreto de 
bário está solúvel e ao entrar em contato com o sulfato da amostra forma o sal 
insolúvel sulfato de bário, que fica suspenso no fluido gelatinoso, resultando na 
turbidez do meio reacional. O padrão utilizado consiste em uma solução de sulfato de 
sódio diluída em HCl 1 mol.L-1, na concentração 1 mg.mL-1. As amostras foram 
organizadas em triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro, no 
comprimento de onda de 360 nm. A linearidade do método é de 20-200 µg de sulfato. 
As curvas-padrão foram preparadas a cada dosagem utilizando-se o padrão em 
concentrações equivalentes a 30, 60, 90, 150 e 190 μg de sulfato de sódio. A massa 
das amostras variou entre 2 a 4 mg antes da solubilização em HCl 1 mol.L-1 para 
hidrólise. Os valores das massas pesadas foram anotados para correção da 
porcentagem de sulfato após a dosagem. 
O grau de substituição dos polissacarídeos repetitivos de kappa-carragenana 







Onde: 306,27 = 1 mol da unidade repetitiva (G-DA) 
3200 = massa atômica do enxofre (32 g) x 100 
102 = representa 1 mol do éster substituinte (SO3Na) 
S = representa o teor de enxofre dado em porcentagem 
 
6.15.5 Determinação da rotação óptica específica 
A análise da rotação óptica específica ([α]D) foi realizada em polarímetro 
JASCO P-2000, modelo PTC203, comprimento de onda de 589 nm, a 20ºC, com as 
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amostras na concentração de 0,2% (m/v) em água. A rotação óptica específica foi 
calculada pelo Software Jasco P-2000 a partir de três leituras de rotação óptica. 
6.15.6 Determinação dos teores de nitrogênio 
Os teores de nitrogênio dos polissacarídeos nativos e híbridos foram 
determinados pela técnica de análise elementar utilizando-se entre 10 a 20 mg das 
amostras polissacarídicas liofilizadas. Os resultados foram expressos em g% (m/m) 
(g de nitrogênio / 100 g de amostra). 
A determinação de nitrogênio foi realizada por combustão em analisador 
CHNOS, marca ELEMENTAR, modelo VARIO EL III. As análises foram realizadas no 
Laboratório de Biogeoquímica e Nutrição de Plantas, do Departamento de Solos e 
Engenharia Agrícola, Setor de Ciências Agrárias (UFPR). 
6.16 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 
6.16.1 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) 
As análises cromatográficas em fase gasosa acoplada à espectrometria de 
massas foram realizadas em cromatógrafo a gás da marca Varian (Palo Alto, USA), 
modelos Saturn 2000R e 4000. A análise cromatográfica foi realizada em coluna 
capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 μm) DB-225MS (Durabond) 
utilizando-se gás hélio como gás de arraste com fluxo de 1,0 mL.minuto-1. A 
temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura inicial do forno foi de 50 °C, 
seguido de aumento gradual de 40 °C por minuto, até 230 °C para alditol acetato e 
210 °C para alditol acetato parcialmente metilado, mantendo-se constante a partir de 
25 e 30 minutos, respectivamente. A detecção por massas foi realizada com 
analisador do tipo Ion Trap, sendo os espectros de massas obtidos por impacto de 
elétrons a 70 eV, com m/z (relação massa/carga) de 80 a 220. 
Os cromatogramas foram analisados e integrados em software Saturn 
Workstation 5.1. Esse método foi utilizado para quantificação relativa de acetatos de 
alditóis e acetatos de alditóis permetilados, sendo os mesmos identificados por meio 
de seus tempos de retenção e perfis característicos de fragmentação por impacto de 
elétrons (Fox et al., 1990; Carpita e Shea, 1990) e comparados com padrões 
produzidos por Sassaki et al. (2005). 
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6.16.2 Cromatografia de exclusão por tamanho de alta performance (HPSEC) 
acoplada a detector de espalhamento de luz laser em multiângulos (MALLS) e 
índice de refração (RI) diferencial 
O perfil cromatográfico das amostras foi determinado em cromatógrafo de 
exclusão por tamanho de alta performance (HPSEC) WATERS, equipado com um 
detector de índice de refração (RI) diferencial WATERS modelo 2410 e com detector 
de espalhamento de luz laser em multiângulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY, 
modelo DAWN DSP, com 18 detectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes 
ângulos. Foram utilizadas quatro colunas WATERS, conectadas em série, limites de 
exclusão de 7x106, 4x105, 8x104 e 5x103 g.mol-1 (Colunas UltrahydrogelTM 2000, 500, 
250 e 120, respectivamente), e solução de nitrito de sódio (NaNO2 0,1 mol.L-1) 
contendo azida de sódio (NaN3 200 ppm) como eluente a 20 °C. 
Para as análises de homogeneidade foram preparadas soluções de 1 mg de 
amostra em 1 mL de nitrito de sódio (NaNO2 0,1 mol.L-1) e azida de sódio (NaN3 
200 ppm) dissolvidas em água ultrapura. As amostras foram filtradas em membrana 
de acetato de celulose de 0,22 μm. 
As massas molares ponderais médias relativas dos compostos estudados no 
presente trabalho foram estimadas por meio de curvas padrão com dextranas (Sigma-
Aldrich), óxidos de polietileno (Waters) e padrões de galactanas sulfatadas (Colodi, 
2011). Os padrões de dextrana (Mw entre 9,4 x 103 e 487 x 103 g.mol-1), de óxido de 
polietileno (Mw entre 24,8 x 103 e 599 x 103 g.mol-1) e galactanas sulfatadas (Mw entre 
51,6 x 103 e 114 x 103 g.mol-1) foram solubilizados na solução eluente de nitrito de 
sódio (NaNO2 0,1 mol.L-1) e azida de sódio (NaN3 200 ppm). As soluções padrão 
foram filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 μm e injetadas no 
sistema cromatográfico HPSEC-MALLS-RI. Os cromatogramas foram coletados e 
analisados no software ASTRA versão 4.5.0. 
As curvas padrão de dextranas, óxidos de polietileno e galactanas sulfatadas 
apresentam os valores de massas molares ponderais médias em escala logarítmica 
em função dos tempos de retenção. A TABELA 2 mostra os tempos de retenção (min) 
e as massas molares ponderais médias dos padrões, bem como os coeficientes de 
determinação e resultados de regressão linear, utilizados para estimar as massas 
molares ponderais médias relativas das moléculas de interesse. 
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TABELA 2 - TEMPOS DE RETENÇÃO, MASSAS MOLARES PONDERAIS MÉDIAS (Mw) E 
EQUAÇÕES OBTIDAS POR REGRESSÃO LINEAR 
 
Produto Mw (x103 g.mol-1) a Log Mw Tr. (min) b Equações c 
Dextrana 
D-5251 487 5,69 44,67  
D-7265 266 5,42 45,17  
D-4751 77,8 4,89 48,83 y = - 0,1741 + 13,367 
D-4133 40,2 4,60 49,92 R2 = 0,988 
D-9260 9,4 3,97 54,17  
Óxido de polietileno 
WAT011584 599 5,78 41,54  
WAT011580 177 5,25 43,84 y = - 0,1622 + 12,451 
WAT011576 41,3 4,62 48,34 R2 = 0,989 
WAT011574 24,8 4,39 49,79  
Galactanas sulfatadas d     
DSi-1 51,6 4,71 58,1  
DSi-2e 60,11 4,78 56,0 y = - 0,0301x + 6,4597 
DSi-3 63,77 4,80 55,0 R2 = 0,970 
DSi-4 86,82 4,94 49,3  
DSi-5 114,0 5,06 47,6  
a Massas molares especificadas pelo fabricante; b Tempos de retenção (min); c As equações obtidas 
por regressão linear expressam y = log Mw e x = tempo de retenção (min) e os coeficientes de 
determinação (R2); d Colodi, 2011. Fonte: O autor (2017). 
 
6.17 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 
Diferentes técnicas foram empregadas no estudo das amostras por meio de 
ressonância magnética nuclear (RMN): RMN de 1H e de 13C, COSY (Correlation 
Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy), 
HSQC-editado e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence). 
Todas estas técnicas de RMN foram realizadas no Centro de RMN da UFPR 
equipado com os seguintes espectrômetros: Bruker AVANCE III 600 de campo 
magnético de 14,095 Tesla (600 MHz); Bruker AVANCE 400 de 9,4 Tesla (400 MHz); 
Bruker DRX 400 de 9,4 Tesla (400 MHz) e Bruker DPX 200 de 4,7 Tesla (200 MHz). 
As análises de ressonância magnética nuclear mono e bidimensionais foram 
realizadas nos espectrômetros de 400 ou 600 MHz, série Avance, em tubos de 5 mm 
de diâmetro, sendo as amostras dissolvidas em água deuterada 99% (D2O). Os 
deslocamentos químicos, expressos em ppm, foram determinados com auxílio dos 
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deslocamentos químicos da acetona, para facilitar a interpretação dos dados da 
literatura, a qual utiliza acetona como padrão interno, tanto para as análises de 13C 
(30,20 ou 31,45 ppm) como para 1H (2,224 ou 2,225 ppm). 
6.17.1 Ressonância magnética nuclear de carbono-13 (RMN de 13C) 
Os espectros desacoplados de RMN de 13C foram obtidos na frequência base 
de 100,61 MHz, com intervalo de aquisição de sinal de 0,6 segundos, fazendo-se, em 
média, 66.400 aquisições, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. 
As amostras foram dissolvidas em D2O, em concentração de ~30 mg.mL-1. 
6.17.2 Ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) 
Os espectros de RMN de 1H foram obtidos na frequência base de 400,13 MHz. 
As amostras foram dissolvidas em D2O, em concentração de ~10 mg.mL-1. 
6.17.3 COSY (COSY 1H–1H) 
Esta é uma técnica bidimensional homonuclear utilizada para correlacionar os 
deslocamentos químicos dos núcleos de 1H que estão acoplados um com o outro. 
Assim, nos carboidratos o H1 de um monossacarídeo apresenta acoplamento com o 
H2 da mesma unidade, sendo possível observar esta interação na forma de um pico 
cruzado (cross peak) entre os mesmos sinais, quantificar esta interação através da 
determinação da constante de acoplamento (3J) e ainda determinar o deslocamento 
químico do H2 a partir do H1. Desta forma a partir do sinal de H2 pode ser determinado 
o H3 e assim sucessivamente ao longo do anel. Como cada unidade monossacarídica 
apresenta um padrão de constantes de acoplamento característico, com estes 
resultados é possível determinar o tipo de monossacarídeo presente na estrutura. 
Os espectros foram obtidos na frequência base de 400,13 MHz. As amostras 
foram dissolvidas em D2O, em concentração de ~10 mg.mL-1. 
6.17.4 HSQC (HSQC 1H/13C) 
Esta técnica bidimensional heteronuclear, permite determinar quais átomos 
de hidrogênio (1H) estão ligados aos respectivos átomos de carbono (13C) a partir de 
sinais de 13C conhecidos ou de 1H já determinados por COSY ou pela literatura. As 
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amostras para os experimentos bidimensionais seguem o mesmo protocolo do 
preparo para RMN de 1H. 
6.17.5 HSQC-editado 
A sequência do HSQC editado fornece informações de multiplicidade 
semelhantes às de uma sequência de RMN de 13C DEPT-135 (Distortionless 
Enhancement by Polarization Transfer). Assim, as correlações dos grupos CH2 
aparecem em fase negativa em relação à linha de base. 
As amostras foram dissolvidas em D2O, em concentração de ~10 mg.mL-1. 
6.17.6 HMBC 
Nesta técnica bidimensional heteronuclear, uma segunda dimensão de 
frequência é aplicada para suprimir sinais. As correlações referentes aos núcleos de 
uma ligação química de distância são eliminadas e o espectro mostra correlações 
entre hidrogênios e núcleos de carbono que estão distantes por duas ou mais ligações. 
Correlações de quatro ligações podem ser encontradas em sistemas conjugados. 
Experimentos de HMBC ocorrem com detecção de hidrogênios, permitindo a 
obtenção indireta de correlações carbono-carbono (embora não as correlações 13C–
13C) e as correlações entre carbonos tetrassubstituídos e hidrogênios próximos. No 
entanto, algumas correlações de duas ligações ou três ligações de distância podem 
estar ausentes, dependendo da hibridização do carbono e de outros fatores. 
Adicionalmente, as correlações podem sofrer variações em função de variações na 
magnitude das constantes de acoplamento (Silverstein et al., 2007). 
6.18 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE METABÓLICA DE CÉLULAS DE LINHAGENS 
NORMAL E TUMORAL NA PRESENÇA DAS MOLÉCULAS MODIFICADAS 
A avaliação da citotoxicidade dos polissacarídeos modificados foi realizada 
em colaboração com o grupo de pesquisa representado pela Profa. Dra. Sheila Maria 
Brochado Winnischofer, Laboratório de Oxidações Biológicas, Departamento de 
Bioquímica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Paraná. 
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6.18.1 Cultivo de células: linhagens, manutenção e preservação das culturas 
Os ensaios de atividade metabólica celular in vitro utilizando os 
polissacarídeos nativos e modificados foram realizados em linhagem de fibroblasto 
humano normal MRC-5 e linhagem de melanoma metastático humano WM9. 
A linhagem de fibroblasto normal MRC-5 (Jacobs et al., 1970) foi cedida pela 
Profa. Dra. Mari Cleide Sogayar, do Núcleo de Terapia Celular e Molecular 
(NUCEL/NETCEM) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (São 
Paulo, SP, Brasil) e tem sido mantida pelo grupo de pesquisa da Profa. Sheila Maria 
Brochado Winnischofer. 
O cultivo da linhagem de fibroblasto normal MRC-5 foi realizado em meio 
DMEM/alta glucose (Sigma-Aldrich). O meio DMEM/alta glucose (Dulbecco′s Modified 
Eagle′s Medium) contém aproximadamente quatro vezes mais vitaminas e 
aminoácidos que o Meio Basal de Eagle, além de ser enriquecido com glucose 
(4500 mg.L-1). O meio foi reconstituído em água ultrapura na concentração de 
13,4 g.L-1, suplementado com 3,7 g.L-1 de NaHCO3 (Sigma) e 10% (v/v) de soro fetal 
bovino (Gibco). 
A linhagem de melanoma metastático humano WM9 (Hsu et al., 2002) foi 
cedida pelo Professor Meenhard Herlyn, do Wistar Institute (Philadelphia, PA, EUA), 
e enviadas ao grupo de pesquisa da Profa. Sheila Maria Brochado Winnischofer pela 
Profa. Dra. Enilza Espreáfico, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (Ribeirão 
Preto, SP, Brasil). 
O cultivo da linhagem de melanoma metastático humano WM9 foi realizado 
em meio Tu, composto por três partes de meio MCDB 153 (Boyce e Ham, 1983) para 
uma parte de meio Leibowitz-15 (L-15) (Leibovitz, 1963), sendo estes componentes 
obtidos da Sigma (St. Louis, Illinois, Estados Unidos). O meio foi suplementado com 
2% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco), 5 μg.mL-1 de insulina humana recombinante 
(Sigma-Aldrich), 2 mmol.L-1 de CaCl2 (Merck, Darmstadt, Alemanha), 100 U.mL-1 de 
penicilina e 50 μg.mL-1 de estreptomicina (Sigma). 
As culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% CO2. A 
manipulação das células, ambas aderentes, foi realizada utilizando solução 0,1% de 
tripsina para desprender as células. Subculturas foram realizadas quando as culturas 
apresentavam aproximadamente 80% de confluência. Os estoques das linhagens 
foram feitos adicionando DMSO às suspensões celulares até uma concentração de 5 
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e 10% (v/v), para MRC-5 e WM9, respectivamente. As suspensões de células foram 
aliquotadas em tubos criogênicos e mantidas em freezer -80 °C. 
6.18.2 Preparo das frações polissacarídicas para os ensaios biológicos 
Soluções estoque de 5 mg.mL-1 de polissacarídeo em solução tampão fosfato 
(pH 7,0) foram previamente filtradas em filtro estéril com limite de exclusão de 
0,22 µm, em fluxo laminar e armazenadas em freezer -20 °C. A partir das soluções 
estoque as amostras foram diluídas nas concentrações de 25, 100 e 500 µg.mL-1 em 
meio DMEM ou Tu para serem testadas nas células normais MRC-5 ou tumorais WM9, 
respectivamente. 
6.18.3 Determinação da atividade metabólica in vitro das células de fibroblasto normal 
humano MRC-5 e melanoma metastático humano WM9 
A atividade metabólica das células foi determinada através do método 
colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), 
segundo Mosmann (1983) com algumas modificações. Na presença da enzima 
mitocondrial succinato desidrogenase, das células de metabolismo normal, o reagente 
de MTT (amarelo) é reduzido e forma à formazana (violeta), solúvel em DMSO. A 
intensidade da cor violeta indica a atividade metabólica, proporcional às células ativas. 
As células MRC-5 ou WM9 foram contadas e plaqueadas (4x103 células/poço) 
em placas de 96 poços com volume final de 200 μL/poço. Em seguida, as placas foram 
mantidas em estufa a 37 °C, 5% CO2 por 24 h, para promover a adesão celular. O 
meio de cultura foi removido e os polissacarídeos em diferentes concentrações foram 
adicionados, e as placas incubadas por 72 h em estufa a 37 °C, 5% CO2. Após 
incubação, 20 μL da solução de MTT em HBSS (5 mg.mL-1) foram adicionados. As 
placas foram novamente incubadas por 3 h em estufa. Após esse período o MTT não 
reagente foi retirado e 200 μL de DMSO foram adicionados para dissolver os sais de 
formazana formados. A absorbância foi medida em leitor de microplacas (TECAN 
INFINITE M200), em 545 nm, utilizando o DMSO como branco. A condição controle, 
representada como 100% de atividade metabólica, foi correspondente às células 
mantidas somente com meio de cultura. 
Os ensaios de atividade metabólica pelo método de MTT foram realizados, 
para cada linhagem celular, em três experimentos independentes e em triplicata para 
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cada concentração de amostra. Os resultados foram expressos como média ± desvio 
padrão e submetidos à análise de variância (ANOVA). O teste de Tukey foi realizado 
para comparação entre as médias, sendo considerados estatisticamente significativos 
os valores comparados ao nível de significância de p < 0,05. 
6.19 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE IN VITRO 
Os ensaios anticoagulantes in vitro foram realizados em coagulômetro KL340, 
quatro canais (Cornley) utilizando pools de plasma ovino normais (amostras de 
plasma cedidas pelo Centro de Desenvolvimento de Testes e Ensaios Farmacêuticos/ 
CTEFAR, Universidade Federal de Santa Maria). 
6.19.1 Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) 
O tempo máximo de ensaio foi de 300 segundos. Os tempos de 
tromboplastina parcialmente ativada (aPTT) foram determinados com concentrações 
de 10, 20, 50, 80, 100 e 150 μg de composto/mL de plasma. Como controle negativo 
(valores normais de coagulação) foi utilizada solução de salina e como controle 
positivo heparina (192,0 UI.mg-1) na concentração de 10 ou 20 μg.mL-1 de plasma. 
Para a determinação do aPTT (kit HemosIL® - Instrumentation Laboratory Company) 
foram incubados 100 μL de plasma com 100 μL de salina, amostra, ou heparina a 
37 °C por 1 minuto, seguidos por adição de 100 μL de cefalina de coelho e 
reincubação por 2 minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados 100 μL de CaCl2 
0,025 mol.L-1 e o tempo de coagulação em segundos foi determinado em triplicata ou 
quadruplicata para cada concentração. 
6.19.2 Tempo de protrombina (PT) 
O tempo máximo de ensaio foi de 100 segundos. Os tempos de protrombina 
(PT) foram determinados com concentrações de 10, 50, 100 e 150 μg de composto/mL 
de plasma. Como controle negativo (valores normais de coagulação) foi utilizada 
solução de salina e como controle positivo heparina (192,0 UI.mg-1) na concentração 
de 10 μg.mL-1 de plasma. Para a determinação do PT (kit Soluplastin, Wiener Lab. - 
Labinbraz Comercial Ltda.) foram incubados 100 μL de plasma com 100 μL de salina, 
amostra, ou heparina a 37 °C por 2 minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados 
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100 μL do reagente de PT (tromboplastina de coelho, CaCl2 0,0125 mol.L-1 e NaCl 
0,1 mol.L-1) e o tempo de coagulação em segundos foi determinado em triplicata ou 
quadruplicata para cada concentração. 
6.19.3 Tempo de trombina (TT) 
O tempo máximo de ensaio foi de 100 segundos. Os tempos de trombina (TT) 
foram determinados com concentrações de 10, 50, 100 e 150 μg de composto/mL de 
plasma. Como controle negativo (valores normais de coagulação) foi utilizada solução 
de salina e como controle positivo heparina (192,0 UI.mg-1) nas concentrações de 10 
e 20 μg.mL-1 de plasma. Para a determinação do TT (kit HemosIL® - Instrumentation 
Laboratory Company) foram incubados 100 μL de plasma com 100 μL de salina, 
amostra, ou heparina a 37 °C por 2 minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados 
100 μL do reagente de TT dissolvido em tampão (trombina bovina) e o tempo de 
coagulação em segundos foi determinado em triplicata ou quadruplicata para cada 
concentração. 
6.19.4 Tratamento e análise dos dados 
Os tempos de coagulação, medidos em segundos, obtidos para cada 
concentração de amostra, em cada tipo de ensaio, foram expressos como média ± 
desvio padrão e comparados aos tempos de coagulação dos controles negativo 
(salina) e positivo (heparina). 
Adicionalmente, para cada tipo de ensaio, os tempos de coagulação foram 
plotados em função das concentrações analisadas, permitindo determinar através de 
regressão linear, para cada molécula testada, a concentração necessária para triplicar 
o valor do tempo de coagulação da salina. As análises estatísticas foram realizadas 





7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
7.1 OBTENÇÃO E ANÁLISE DOS POLISSACARÍDEOS DA ALGA VERMELHA 
Kappaphycus alvarezii 
A kappa-carragenana de K. alvarezii permitiu obter kappa-carrabiose para a 
semissíntese de polissacarídeos híbridos sulfatados a partir de ligações covalentes 
entre estes e os derivados ulvana-amida e ulvana-amina. Adicionalmente, os 
polissacarídeos isolados de K. alvarezii constituíram fonte de moléculas sulfatadas e 
redutoras com diferentes massas molares a serem testadas em relação as suas 
atividades anticoagulantes. 
7.1.1 Extração e obtenção dos polissacarídeos de K. alvarezii 
Encontradas somente em galactanas de algas vermelhas, as unidades de 3,6-
anidrogalactopiranose são formadas pela atividade da enzima sulfohidrolase a partir 
de unidades precursoras como α-galactose 6-sulfato e α-galactose 2,6-dissulfato 
(Usov, 1984). No entanto, a ciclização das unidades precursoras também pode ocorrer 
em condições alcalinas e presença de temperatura. Assim, a partir da década de 50, 
a indústria do ágar passou a utilizar o tratamento alcalino para aumentar o rendimento 
de unidades 3,6-anidrogalactosídicas e melhorar a força dos géis produzidos (Ciancia 
et al., 1993; McHugh, 2003; Zibetti et al., 2005).  
Portanto, a alga K. alvarezii foi tratada com KOH 6% por 48 h (Paula et al., 
1999) antes de ser submetida a extrações com tampão fosfato. Extrações em meio 
tamponado são realizadas com o intuito de evitar a auto-hidrólise em função dos 
grupos sulfato presentes nos polissacarídeos e possíveis perdas de unidades lábeis 
como 3,6-anidrogalactose, em meio ácido (Miller et al., 1995; Zibetti et al., 2005, 2009). 
As diálises dos polissacarídeos contra NaCl 1 mol.L-1 visam obter os 
polissacarídeos na forma sódica, assim todos os grupos carregados negativamente 
carregam o mesmo contra íon (FIGURA 10). 
As frações polissacarídicas K (16,1 g) e K2 (3,0 g), referentes, 
respectivamente, à primeira e segunda extrações apresentaram rendimentos de 56 e 
10% (m/m), respectivamente, em relação a massa de alga seca submetida aos 
processos de extração. Este rendimento de polissacarídeos está de acordo com o 
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obtido por Araújo (2012), que também estudou polissacarídeos obtidos de exemplares 
cultivados de K. alvarezii. 
 
FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DE EXTRAÇÃO E OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES POLISSACARÍDICAS 
DE Kappaphycus alvarezii 
 
 
FONTE: O autor (2013). 
7.1.2 Análises químicas das frações polissacarídicas 
Os rendimentos e as análises químicas das frações K e K2 obtidas de K. 
alvarezii são apresentados na TABELA 3. As frações polissacarídicas K e K2 exibiram 
quantidades significativas de sulfato e baixa porcentagem de proteína, o que condiz 
com as características químicas das carragenanas (Painter, 1983). 
 
TABELA 3 - RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES OBTIDAS DE K. alvarezii 
- = não detectado; n.d. = não determinado; a Rendimento em relação ao peso seco da alga extraída; b, 
c, d Determinações de acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962) e Lowry 












[α] D f 
(°) 
K 56 79,0 23,9 1,5 + 38,2 
K2 10 69,3 29,8 - n.d. 
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Destaca-se também que o valor positivo de rotação óptica específica obtida 
para a fração K está entre os valores determinados para carragenanas, entre +30 e 
+80° (Lawson et al., 1973). 
7.1.3 Tratamento com cloreto de potássio e espectroscopia de RMN da fração K 
O tratamento com cloreto de potássio é realizado para fracionar os diferentes 
tipos de carragenanas, pois íons potássio interagem com regiões negativas de 
carragenanas com estruturas repetitivas e acabam por neutralizar a repulsão entre as 
cadeias, facilitando a formação de duplas hélices, que consequentemente levam à 
geleificação. Diferentes galactanas, de acordo com o grau de sulfatação, geleificam 
em diferentes concentrações de KCl. A concentração de 0,1 mol.L-1 de KCl permite 
precipitar e fracionar as carragenanas do tipo kappa (Cerezo, 1967; Noseda, 1994). 
Assim, uma porção da fração K foi submetida ao tratamento com KCl 
0,1 mol.L-1 originando as frações precipitada K-01P e solúvel K-01S, as quais 
apresentaram rendimentos de 65,3 e 11,3% (m/m), respectivamente, em relação a 
massa de polissacarídeo tratado com KCl. As frações K, K-01P e K-01S foram 
analisadas por RMN de 1H como mostra a FIGURA 11. 
No espectro de RMN de 1H da fração K destacaram-se os sinais anoméricos 
em 5,31 e 5,10 ppm, referentes aos hidrogênios anoméricos das unidades de 3,6-
anidro-α-D-galactopiranose 2-sulfato e 3,6-anidro-α-D-galactopiranose, encontradas 
em iota- e kappa-carragenana, respectivamente, além do sinal em 3,43 ppm 
correspondente aos hidrogênios dos grupos O-metil de unidades de 6-O-metil-β-D-
galactopiranose 4-sulfato (Estevez et al., 2004). O espectro de RMN de 1H da fração 
precipitada K-01P mostrou os mesmos sinais que o espectro de K, enquanto na fração 
solúvel K-01S foi possível observar na região anomérica os sinais em 5,31, 5,26 e 
5,10 ppm, referentes aos hidrogênios anoméricos das unidades alfa encontradas em 
iota- (3,6-anidro-α-D-galactopiranose 2-sulfato), mu- (α-D-galactopiranose 6-sulfato) e 
kappa-carragenana (3,6-anidro-α-D-galactopiranose), respectivamente (Van de Velde 
et al., 2002). 
A integração dos sinais anoméricos (regiões demarcadas abaixo de cada 
espectro, FIGURA 11) de K-01S mostrou que esta fração é composta, 
respectivamente, por 45, 26 e 29% de kappa-, iota- e mu-carragenana e ainda 
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apresenta um enriquecimento de unidades de 6-O-metil-β-D-galactopiranose 4-sulfato 
(3,43 ppm). 
No entanto, a análise comparativa da integração dos sinais anoméricos das 
frações K e K-01P mostrou que a proporção de kappa-carragenana não difere 
significativamente entre estas frações, pois ambas apresentaram em torno de 90% de 
kappa-carragenana e a mesma proporção de unidades 6-O-metil-β-D-galactopiranose 
4-sulfato. Portanto, optou-se por utilizar a fração K como polissacarídeo de partida 
para as posteriores modificações químicas. 
 
FIGURA 11 - ESPECTROS DE RMN DE 1H DAS FRAÇÕES K, K-01P E K-01S 
 
Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (30,20 e 2,224 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
Assim como demonstrado anteriormente, a análise de RMN de 1H da fração 
K obtida de K. alvarezii (FIGURA 11) demonstrou que esta fração é composta 
majoritariamente por kappa-carragenana. Os dados de integração dos sinais em 5,31 
e 5,10 ppm mostraram que a fração K é composta por 90,5% de kappa-carragenana 
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e 9,5% de iota-carragenana, respectivamente. Ainda foi possível observar em 
3,80 ppm um intenso sinal referente aos H5 e H6 das unidades de β-D-galactopiranose 
4-sulfato da kappa- e iota-carragenanas (Van de Velde et al., 2002). 
A fração K também foi analisada por HSQC, de forma que todos os carbonos 
e hidrogênios correspondentes à díade de kappa-carragenana 3--D-Galp 4S-
(14)--D-3,6-anidro-Galp-(1 puderam ser assinalados (Van de Velde et al., 2002; 
Usov e Shashkov, 1985; Knutsen e Grasdalen, 1992), conforme mostra a FIGURA 12. 
 




Espectro de HSQC da fração K (a); Esquema da díade 3)--D-Galp 4S-(1 4)--D-3,6-anidro-Galp-
(1 com seus respectivos assinalamentos de carbono e hidrogênio (b). Solvente: D2O, 70 °C; padrão 






7.2 SULFATAÇÃO DA K-CARRAGENANA 
Os processos de sulfatação são realizados, geralmente, em solventes 
orgânicos polares apróticos. Ao reagir com os agentes sulfatantes as hidroxilas 
presentes nos monossacarídeos formam ésteres de sulfato. A nucleofilicidade dos 
reagentes é alterada pelo solvente, portanto o meio reacional provoca alterações nas 
taxas de sulfatação (Deno e Newman, 1950; Mestechkina e Shcherbukhin, 2010). 
Araújo e colaboradores (2013) estudaram diferentes condições de sulfatação 
da kappa-carragenana obtida de K. alvarezii variando o tempo de reação e o agente 
sulfatante. Os autores perceberam que ao utilizar a kappa-carragenana na forma de 
sal de trietilamônio, para melhorar sua solubilidade no meio reacional utilizado para a 
reação de sulfatação, houve o aumento do grau de sulfatação, de forma que se 
alcançou a sulfatação das hidroxilas em todas as posições do polissacarídeo. 
No presente trabalho, o processo de sulfatação teve por objetivo obter a 
sulfatação total da fração K, portanto a etapa de formação da kappa-carragenana na 
forma de sal de trietilamônio foi essencial (Araújo et al., 2013). Para tanto, a fração K 
foi tratada com NaBH4 para reduzir as extremidades redutoras do polissacarídeo. 
Então seguiu-se a formação do sal de trietilamônio através de diálise contra solução 
de triatilamina 3% (m/v) com posterior liofilização. Este procedimento permite que os 
grupos sulfato levem o como contra íon o trietilamônio, o que facilita a solubilização 
do polissacarídeo sulfatado no meio reacional. 
A fração K (6,7 g) na forma de sal de trietilamônio foi solúvel no meio reacional 
de sulfatação química. Assim, após sua solubilização em dimetilformamida anidra 
foram adicionados ao meio reacional 2-metil-2-buteno, que visa reduzir a degradação 
do polímero (Papy-Garcia et al., 2005), e o agente sulfatante complexo de piridina-
trióxido de enxofre. A reação de sulfatação originou a fração de kappa-carragenana 
quimicamente sulfatada, KS (ver FIGURA 9). 
7.2.1 Análises químicas da kappa-carragenana quimicamente sulfatada 
A fração KS apresentou aumento de 8,8% na massa recuperada após o 
processo de sulfatação química. A dosagem turbidimétrica de grupos sulfato da fração 
KS mostrou um aumento de aproximadamente 84% de grupos sulfato em relação a 
fração nativa K e uma concomitante diminuição de carboidratos totais (TABELA 4). 
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A análise comparativa dos graus de substituição por grupos sulfato das 
frações nativa K e KS demonstrou que a fração KS apresenta DS de 3,8, o qual 
representa um elevado grau de substituição, condizente com a condição de sulfatação 
total utilizada (TABELA 4) (Araújo et al., 2013). 
A kappa-carragenana é composta por díades de →3)-β-D-galactopiranose 4-
sulfato-(1→4)-α-D-3,6-anidro-galactopiranose-(1 (TABELA 1). Portanto, a unidade A 
apresenta a hidroxila de C4 substituída por um grupo sulfato, enquanto as hidroxilas 
de C2, tanto da unidade A quanto da B, e a hidroxila de C6 da unidade A constituem 
posições passíveis de sofrer sulfatação química. Assim, existem 4 hidroxilas que não 
formam ligações glicosídicas, as quais representam as possibilidades de substituição 
por sulfato. Desta forma, o grau de substituição por grupos sulfato (DS de sulfato), 
neste caso, é expresso pelo intervalo entre 1 a 4, sendo que a kappa-carragenana 
nativa deve apresentar DS de sulfato igual a 1, enquanto uma kappa-carragenana 
quimicamente sulfatada pode apresentar um DS de sulfato máximo igual a 4. 
 
TABELA 4 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DA FRAÇÃO KS OBTIDA DE K. alvarezii 
a Recuperação em relação a massa de polissacarídeo de partida K (6 g); b, d, e Determinações de acordo 
com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962) e Lowry et al. (1951), respectivamente; 
c Grau de substituição por grupos sulfato, dado por DS = [306,27 x S]/[3200 – (102 x S)] (Whistler e 
Spencer, 1964); f Rotação óptica específica, determinada a 20 °C em solução aquosa 0,2% (m/v). 
 
Schafer e Stevens (1996) destacaram que os valores de rotação óptica da 
kappa-carragenana tendem a ser mais altos que os da iota-carragenana, a qual 
apresenta maior DS de sulfato, pois, além do C4 das unidades A, a iota-carragenana 
também apresenta sulfato no C2 das unidades B. Assim, quanto maior o DS de sulfato, 
mais desordenados são os géis formados pelas carragenanas e menores são os 
valores de rotação óptica específica destas soluções. 
No presente trabalho o processo de sulfatação da kappa-carragenana 
mostrou uma diminuição considerável de 16,7 graus no valor de rotação óptica 
específica, passando de +38,2 para +21,5° (TABELA 4). É possível sugerir que o 












[α] D f 
(°) 
K - 79,0 1,3 23,9 1,5 + 38,2 
KS 108,8 45,7 3,8 44,0 0,4 + 21,5 
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dos grupos sulfato ocuparem numerosas e diferentes posições no polissacarídeo 
quimicamente sulfatado, impedindo interações entre as cadeias polissacarídicas. 
7.2.2 Espectroscopia de RMN da kappa-carragenana quimicamente sulfatada  
A kappa-carragenana quimicamente sulfatada KS também foi analisada por 
RMN de 1H (FIGURA 13) e HSQC. Como esperado, o espectro de RMN de 1H da 
fração KS apresentou-se mais complexo do que o espectro de RMN de 1H da fração 
K nativa, tendo em vista a variabilidade de ambientes químicos provocados pela 
adição de grupos sulfato. Os deslocamentos de sinais em função de substituições por 
éster de sulfato são bem descritos para os carbonos, pois a presença de sulfato altera 
a ressonância dos carbonos vizinhos e do substituído. 
 
FIGURA 13 - ESPECTROS DE RMN DE 1H DA K-CARRAGENANA SULFATADA KS E DA KAPPA-
CARRAGENANA NATIVA K 
 
 
Solvente D2O, 70 e 30 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm) (*) artefato do experimento de 





O carbono substituído por éster de sulfato fica menos blindado e é deslocado 
para mais ppm. Esta alteração é chamada efeito α, na qual a ressonância do carbono 
substituído é deslocada para mais 6 a 10 ppm. Os carbonos vizinhos ao carbono 
substituído sofrem o chamado efeito β, que consiste no deslocamento da ressonância 
para menos 1 a 2 ppm (Usov, 1984). 
Assim, o espectro de RMN de 1H da fração KS apresentou grande 
multiplicidade de sinais, principalmente na região anomérica, sugerindo a presença 
de sulfato em diferentes posições, tanto na unidade A quanto na B (FIGURA 13). 
Em relação à fração K, na fração KS houve a diminuição do sinal em 
3,80 ppm, referente aos H5 e H6,6’ das unidades de β-D-galactose 4-sulfato (G4S). 
Contanto notou-se o aparecimento do intenso sinal em 4,27 ppm, o qual foi atribuído 
aos H6,6’ das unidades de β-D-galactose 4,6-dissulfato (G4S,6S) e de β-D-galactose 
2,4,6-trissulfato (G2S,4S,6S) (Araújo et al., 2013) (FIGURA 13). 
Apesar do considerável grau de substituição observado para a fração KS (DS 
igual a 3,8, TABELA 4) ainda é possível notar a presença do sinal em 5,11 ppm 
referente a H1 das unidades de 3,6-anidro--D-galactopiranose das díades G4S-DA, 
presentes no polissacarídeo nativo K (FIGURA 13). Ainda na região anomérica, 
destacam-se os sinais em 5,35 e 5,29 ppm, referentes aos H1 das unidades B de 3,6-
anidro--D-galactopiranose 2-sulfato (DA2S) ligadas, respectivamente, a -D-
galactopiranose 2,4,6-trissulfato e -D-galactopiranose 4,6-dissulfato (Araújo et al., 
2013). 
Com auxílio do espectro de HSQC da fração KS (FIGURA 14) e dados da 
literatura referentes a unidades de 3,6-anidro--D-galactopiranose redutoras, pôde-se 
atribuir o sinal em 5,22 ppm ao H1 das unidades redutoras de 3,6-anidro--D-
galactopiranose 2-sulfato (DA2Sred) ligadas a -D-galactopiranose 2,4,6-trissulfato, 
comprovando que o processo de sulfatação promoveu certo grau de hidrólise no 
polissacarídeo original. O hidrogênio anomérico das unidades redutoras de 3,6-anidro-
-D-galactopiranose 2-sulfato (DA2Sred) ligadas a -D-galactopiranose 4,6-dissulfato 
foram atribuídas ao sinal em 5,25 ppm (Miller et al., 1982; Araújo et al., 2013). 
As unidades de 3,6-anidro--D-galactopiranose 2-sulfato (DA2S) foram 
identificadas pela correlação de C1/H1 em 93,0/5,36 ppm quando ligadas à -D-
galactopiranose 2,4,6-trissulfato (G2S,4S,6S) e pela correlação de C1/H1 em 
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91,6/5,29 ppm quando ligadas à -D-galactopiranose 4,6-dissulfato (G4S,6S) (Araújo 
et al., 2013). Os carbonos C1 das unidades DA2S ligadas à G2S,4S,6S e G4S,6S 
sofreram deslocamentos para menos 1,8 e 3,2 ppm, respectivamente, quando 
comparados aos C1 das díades nativas de kappa-carragenana, ou seja, unidades de 
3,6-anidro--D-galactopiranose (DA) ligadas à -D-galactopiranose 4-sulfato (G4S) 
(Knutsen e Grasdalen, 1992) (FIGURA 14). 
 
FIGURA 14 - ESPECTRO DE HSQC DA FRAÇÃO QUIMICAMENTE SULFATADA KS 
 
Solvente D2O, 30 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
Já os carbonos C2 das unidades DA2S ligadas à G2S,4S,6S e G4S,6S 
sofreram deslocamentos para mais 4,1 e 5,0 ppm, respectivamente, condizente com 
a substituição por grupo sulfato em C2. Desta forma, as correlações em 73,5/4,72 e 
74,4/4,70 ppm foram atribuídas aos C2/H2 das unidades de DA2S ligadas à 
G2S,4S,6S e G4S,6S, respectivamente. A correlação em 77,5/4,85 ppm foi atribuída 
aos C3/H3 das unidades de DA2S ligadas à G2S,4S,6S e G4S,6S, de forma que o C3 













unidades de DA não sulfatadas ligadas à G4S, identificadas pela correlação em 
78,7/4,52 ppm na FIGURA 12 (página 22). Este deslocamento é condizente com o 
efeito β, sofrido pelo C3 das unidades de DA2S em função da substituição por sulfato 
em C2 (FIGURA 14) (TABELA 5) (Knutsen e Grasdalen, 1992; Miller et al., 1982; 
Araújo et al., 2013). 
Foi possível identificar o efeito α, para os carbonos C6 e C2 das unidades A 
trissulfatadas (-D-galactopiranose 2,4,6-trissulfato, representadas por G2S,4S,6S), 
os quais apareceram com deslocamentos de mais 6,7 e 5,7 ppm, respectivamente, 
em relação à fração K, de 60,8 para 67,5 ppm para o C6 e 70,9 para 76,6 ppm para o 
C2. Do mesmo modo, percebeu-se o deslocamento de menos 1,6 ppm para o C1 das 
unidades de -D-galactopiranose 2,4,6-trissulfato, de 102,0 ppm na fração K para 
100,4 ppm para a fração sulfatada KS, o que caracteriza o efeito β (Usov, 1984). Ao 
C1 das unidades A constituídas por -D-galactopiranose 4,6-dissulfato (G4S,6S) foi 
atribuída a correlação em 102,5/4,72 ppm (TABELA 5). 
 
FIGURA 15 - INTEGRAÇÕES DA REGIÃO ANOMÉRICA DO ESPECTRO DE RMN DE 1H 
DA FRAÇÃO QUIMICAMENTE SULFATADA KS 
 
 
Solvente D2O, 30 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
A integração dos sinais da região anomérica do espectro de RMN de 1H em 
5,35, 5,29, 5,25, 5,22 e 5,11 ppm, referentes às unidades de 3,6-anidro--D-
galactopiranose (2-sulfato) das díades presentes em KS, permitiu inferir que esta 
fração é composta por 47,3% de díades de G4S,6S→DA2S e 46,2% de díades 
G2S,4S,6S→DA2S, além de 6,5% de díades nativas G4S→DA (FIGURA 15). Esta 
proporção de díades nativas G4S→DA corrobora com o DS encontrado para a fração 
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KS. O DS máximo para kappa-carragenana é igual a 4, portanto a kappa-carragenana 
com DS de 3,8 equivale a um polissacarídeo com aproximadamente 5% de díades 
nativas, valor próximo ao encontrado por meio das integrações no espectro de RMN 
de 1H (6,5% de díades nativas G4S→DA) (FIGURA 15). 
Assim, as díades majoritárias que compõem a fração quimicamente sulfatada 
KS são: G2S,4S,6S→DA2S e G4S,6S→DA2S, além das díades redutoras 
G2S,4S,6S→DA2S red e G4S,6S→DA2S red (FIGURA 16). A presença das díades 
redutoras mostra que a sulfatação química promoveu degradação do polímero. 
 



















100,4 76,6 74,3 72,8 72,1 67,5 
4,85 4,39 4,18 5,01 4,07 4,27 
DA2S 
 
93,0 73,5 77,5 78,8 76,6 69,0 
5,35 4,72 4,85 4,67 4,73 4,14 
G2S,4S,6S → 
 
100,4 76,6 74,3 72,8 72,1 67,5 
4,81 4,39 4,18 5,01 4,07 4,27 
DA2S redutora 
 
92,4 75,3 82,2 87,6 76,6 72,7 
5,22 4,55 4,23 4,45 4,77 4,01 
G4S,6S → 
 
102,5 68,7 76,1 71,4 72,7 67,5 
4,72 3,64 4,07 4,95 4,01 4,27 
DA2S 
 
91,6 74,4 77,5 78,5 76,8 69,0 
5,29 4,70 4,85 4,70 4,80 4,14 
G4S,6S → 
 
102,6 68,7 76,1 71,4 72,7 67,5 
4,66 3,64 4,07 4,95 4,01 4,27 
DA2S redutora 
 
94,2 75,3 82,2 87,6 76,6 72,7 
5,25 4,55 4,23 4,45 4,77 4,01 
DA 
94,5 - 78,8 - 75,9 - 
5,11 - 4,56 - 4,63 - 
DA redutora 
90,1 - - - - - 
4,99 - - - - - 
- = não detectado; Assinalamentos de acordo com o espectro de HSQC da FIGURA 14 e dados da 
literatura (Miller et al., 1982; Knutsen e Grasdalen, 1992; Araújo et al., 2013). Solvente D2O, 70 °C; 






Os assinalamentos dos carbonos e hidrogênios das díades presentes na 
fração KS estão apresentados na TABELA 5 e puderam ser realizados por meio da 
análise do espectro de HSQC (FIGURA 14) em comparação com os dados da 
literatura (Miller et al., 1982; Knutsen e Grasdalen, 1992; Araújo et al., 2013). 
 




















































G4S,6S - DA2S red
 
Díades sulfatadas G2S,4S,6S→DA2S e G4S,6S→DA2S e díades redutoras G2S,4S,6S→DA2S red e 
G4S,6S→DA2S red presentes na fração KS e assinaladas de acordo com a TABELA 5. 
FONTE: O autor (2017). 
 
7.3 PRODUÇÃO DE OLIGOSSACARÍDEOS A PARTIR DE K E KS 
Com o objetivo de se obter dissacarídeos e despolimerizados redutores, as 
frações de kappa-carragenana nativa K e quimicamente sulfatada KS foram 
submetidas a hidrólise ácida parcial. 
A partir da fração K foram obtidas as frações Kb e K15, sendo a primeira obtida 
por hidrólise ácida nas condições de obtenção de dissacarídeos redutores (Stevenson 
e Furneaux, 1991), enquanto a segunda foi obtida por hidrólise ácida branda por 15 
minutos para obtenção de kappa-carragenana de menor massa (Ducatti et al., 2011). 
Esta mesma condição de hidrólise foi utilizada para obter moléculas de menor massa 




FIGURA 17 - OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES REDUTORAS Kb, K15 E KS15 A PARTIR DAS KAPPA-




FONTE: O autor (2015). 
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7.3.1 Análises químicas das frações Kb, K15 e KS15 
As análises químicas das frações Kb, K15 e KS15 são apresentadas em 
conjunto com as frações originais K e KS para fins de comparação (TABELA 6). 
A fração Kb apresentou maior porcentagem de recuperação ao ser 
comparada com K15 e KS15. O processo de obtenção de Kb não incluiu diálise, já as 
frações K15 e KS15, durante o processo de diálise, perderam massa na forma de 
monossacarídeos e oligossacarídeos, os quais são produzidos na etapa de hidrólise. 
As frações Kb, K15 e KS15 mostraram valores de carboidratos totais e 
proteínas condizentes com as frações que as originaram, assim como apresentaram 
graus de substituição por sulfato que corroboram suas características estruturais. De 
forma que as frações Kb e K15, obtidas a partir da kappa-carragenana K, mantiveram 
o DS com valores próximos a 1, equivalente ao sulfato das unidades A de -D-
galactopiranose 4-sulfato. Enquanto a fração KS15 mostrou maior porcentagem de 
sulfato e DS próximo a 4, que seria equivalente ao polissacarídeo totalmente 
sulfatado. 
 
TABELA 6 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES Kb, K15 e KS15 
OBTIDAS DE K. alvarezii 
a Recuperação em relação a massa dos polissacarídeos de partida; b, d, e Determinações de acordo com 
os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962) e Lowry et al. (1951), respectivamente; c 
Grau de substituição por grupos sulfato, dado por DS = [306,27 x S]/[3200 – (102 x S)] (Whistler e 
Spencer, 1964); f Rotação óptica específica, determinada a 20 °C em solução aquosa 0,2% (m/v); g 
Fração incluída para fins comparativos. 
 
Estudos de kappa-carragenanas com diferentes graus de polimerização 
mostraram que a tendência na diminuição dos valores de rotação óptica específica 
acompanha a redução no grau de polimerização, em leituras realizadas até 30 °C. 
Assim, quanto menores os graus de polimerização das carragenanas, menores são 
os valores de rotação óptica (Rochas et al., 1983). Estes dados concordaram com os 












[α] D f 
(°) 
K g - 79,0 1,3 23,9 1,5 + 38,2 
Kb 90,0 69,3 1,1 20,4 2,3 + 14,9 
K15 40,0 70,3 1,1 20,8 1,6 + 18,3 
KS g 108,8 45,7 3,8 44,0 0,4 + 21,5 
KS15 53,3 51,8 3,7 43,2 0,5 + 31,4 
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as cadeias dos polímeros, de forma que, quanto menor o grau de polimerização, 
menores as interações entre as moléculas e, portanto, menores os valores de rotação 
óptica específica. Os resultados do presente trabalho mostraram que as rotações 
ópticas específicas (+38,2 > +21,5 > +18,3 > +14,9) diminuem conforme diminui o grau 
de polimerização das carragenanas K > KS > K15 > Kb. A fração hidrolisada sulfatada 
KS15 mostrou diminuição da rotação óptica apenas em relação a fração 
polissacarídica nativa K. 
7.3.2 Espectroscopia de RMN das frações Kb, K15 e KS15 
As frações Kb e K15, obtidas por meio de dois diferentes processos de hidrólise 
da fração original K, e a fração KS15, obtida da hidrólise branda da fração 
quimicamente sulfatada KS (FIGURA 17), foram analisadas por RMN de 1H e HSQC. 
Os espectros de RMN de 1H das frações Kb e K15 são apresentados juntos 
ao espectro da fração original K na FIGURA 18. 
Na região anomérica do espectro de RMN de 1H da fração Kb destacou-se o 
intenso sinal (duplete) centrado em 5,01 ppm, atribuído ao H1 das unidades 3,6-
anidro--D-galactopiranose, as quais encontraram-se na forma de aldeído hidratado 
após a hidrólise ácida (FIGURA 19) (Miller et al., 1982; Ducatti et al., 2011). 
A integração dos sinais da região anomérica do espectro de 1H da fração Kb 
indicou a presença de 80% de kappa-carrabiose (5,01 ppm), enquanto os outros 
hidrogênios foram atribuídos a oligossacarídeos com maior grau de polimerização de 
kappa-carragenana (5,16 ppm) ou iota-carragenana (5,28 ppm) (Briones e Sato, 
2014; Jouanneau et al., 2010; Knutsen e Grasdalen, 1992). 
O espectro de RMN de 1H da fração K15 mostrou uma mescla de sinais já 
observados tanto para a fração K quanto para Kb. A região anomérica do espectro de 
1H apresentou sinais de H1 das unidades de 3,6-anidro--D-galactopiranose internas 
e redutoras em 5,10 e 5,01 ppm, respectivamente, mostrando que esta fração 
apresenta fragmentos redutores de kappa-carragenana maiores que dissacarídeos. A 
integração dos sinais em 5,29, 5,10 e 5,01 ppm, mostrou uma relação de 15:74:11 de 
unidades B de iota-carragenana, kappa-carragenana interna e kappa-carragenana 
redutora, respectivamente (Jouanneau et al., 2010; Knutsen e Grasdalen, 1992; Miller 
et al., 1982). Assim, a fração K15 apresentou uma proporção de 15% de iota-
carragenana para 85% de kappa-carragenana. 
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Portanto, destaca-se que a fração K15 constitui uma mistura enriquecida por 
díades de iota- e kappa-carragenana (retida em membrana de diálise MWCO 12-14 
KDa), de maneira que a despolimerização fica evidente pela presença das unidades 
de 3,6-anidro--D-galactopiranose redutoras. 
 
FIGURA 18 - ESPECTROS DE RMN DE 1H DAS KAPPA-CARRAGENANAS HIDROLISADAS Kb E 
K15 E DA KAPPA-CARRAGENANA NATIVA K 
 
Solvente D2O, 70 e 30 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm); (*) artefato do experimento de 
pressaturação do pico da água. FONTE: O autor (2017). 
 
As frações Kb e K15 também foram analisadas por HSQC. A fração K15 
(espectro não apresentado) apresenta sinais de díades G4S→DA internas e 
redutoras. O espectro de HSQC da fração Kb (FIGURA 20) permitiu identificar as 
correlações do dissacarídeo redutor de kappa-carragenana, demonstrando que a 




FIGURA 19 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA KAPPA-CARRABIOSE (FORMA ALDEÍDO E 




















































FONTE: O autor (2017). 
 
FIGURA 20 - ESPECTRO DE HSQC DA FRAÇÃO Kb OBTIDA DE K. alvarezii 
 




























Uma porção da fração Kb foi reduzida com NaBH3CN e resultou na fração 
KbRZ (espectro não mostrado), a qual também foi analisada por HSQC em 
comparação com a fração Kb, com o intuito de verificar os deslocamentos químicos 
dos sinais de kappa-carrabiose (Kb) e kappa-carrabiitol (KbRZ) (FIGURA 19). 
A partir dos dados de HSQC e os dados da literatura, os assinalamentos dos 
dissacarídeos Kb e KbRZ, bem como da mistura de kappa-oligossacarídeos da fração 
K15 puderam ser sumarizados na TABELA 7 (Miller et al., 1982; Ducatti et al., 2011; 
Usov e Elashvili, 1991, 1997; Gonçalves et al., 2005; Van de Velde et al., 2002; Usov 
e Shashkov, 1985). 
 



















102,0 69,0 78,4 73,6 75,5 60,8 
4,63 3,61 3,97 4,83 3,80 3,81/3,81 
DA 
 
94,8 69,4 78,7 77,8 76,4 69,0 




103,1 70,7 71,5 76,4 74,4 60,9 
4,55 3,56 3,80 4,68 3,86 3,82/3,82 
DA redutora 
 
89,9 72,7 82,3 86,9 75,3 72,7 




102,9 70,9 71,9 76,4 74,3 60,9 
4,53 3,57 3,79 4,69 3,85 3,81/3,81 
DA reduzida 
 
62,5 71,5 83,6 87,1 75,6 72,7 




102,0 68,9 77,7 73,3 74,3 60,8 
4,65 3,60 4,00 4,85 3,81 3,80/3,80 
DA 
 
94,3 69,0 78,7 77,9 76,2 68,9 
5,10 4,13 4,52 4,60 4,65 4,22/4,06 
G4S → 
 
102,3-103,0 70,6 71,8 76,5 74,2 60,8 
4,60-4,50 3,51 3,79 4,67 3,85 3,80/3,80 
DA redutora 
 
90,0 72,9 82,3 86,9 75,4 72,5 
5,00/5,02 3,65 4,08 4,29 4,49 4,02/3,85 
a Fração nativa K incluída para efeito de comparação (FIGURA 12, página 77); Frações: Kb, kappa-
carrabiose (Miller et al., 1982; Ducatti et al., 2011); KbRZ, kappa-carrabiitol (Usov e Elashvili, 1991, 
1997; Gonçalves et al., 2005); K15, mistura de oligossacarídeos redutores de kappa-carragenana (Van 
de Velde et al., 2002; Usov e Shashkov, 1985). Assinalamentos de acordo com os respectivos 
espectros de HSQC. Solvente D2O, 70 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm). 
92 
 
A partir dos assinalamentos obtidos por HSQC apresentados na TABELA 7 
destacaram-se os sinais característicos que diferenciam as unidades de 3,6-anidro--
D-galactopiranose redutoras das unidades reduzidas a 3,6-anidro--D-galactitol. 
As unidades redutoras, na forma de aldeído hidratado, apresentaram a 
correlação C1/H1,1’ em 89,9/5,00; 5,02 ppm, enquanto que as unidades de 3,6-
anidro--D-galactitol mostraram o C1 reduzido a álcool em 62,5 ppm e os hidrogênios 
H1,1’ em 3,72 e 3,65 ppm. Adicionalmente, as correlações C2/H2, C3/H3 e C4/H4 
também sofreram deslocamentos em função da redução do grupo aldeído e foram 
atribuídas as correlações em 71,5/3,92, 83,6/3,91 e 87,1/4,17 ppm, respectivamente 
(Miller et al., 1982; Ducatti et al., 2011; Gonçalves et al., 2005) (TABELA 7). 
O espectro de RMN de 1H da fração hidrolisada KS15 é apresentado junto ao 
espectro da fração original quimicamente sulfatada KS na FIGURA 21. 
É possível observar a grande semelhança entre as frações, no entanto a partir 
da integração dos sinais em 5,35; 5,29; 5,25; 5,22 e 5,10 ppm na região anomérica do 
espectro de RMN de 1H da fração hidrolisada KS15, destaca-se que esta difere da 
fração original KS em função da alteração das proporções das díades sulfatadas. 
A fração KS15 apresenta 49,0% de díades de G4S,6S→DA2S, 43,8% de 
díades totalmente sulfatadas G2S,4S,6S→DA2S e 7,2% de díades nativas G4S→DA.  
O processo de hidrólise da fração KS promoveu redução na porcentagem de 
díades totalmente sulfatadas G2S,4S,6S→DA2S (de 46,2% no polímero original KS 
para 43,8% no hidrolisado KS15). Isto se deve à perda de grupos sulfato em C2 das 
unidades de β-D-galactopiranose, o que refletiu em um enriquecimento de 3,6% das 
díades de G4S,6S→DA2S em relação à KS. 
A estabilidade dos grupos éster de sulfato substituintes está relacionada a 
unidade monossacarídica a qual pertencem, bem como a posição que ocupam. A 
hidrólise de grupos sulfato em C2 de unidades de β-D-galactopiranose ocorre durante 
processos de hidrólise redutiva parcial de agaranas e carragenanas (Gonçalves et al., 
2002 e 2005; Zibetti et al., 2005 e 2009). Na auto-hidrólise de lambda- e theta-
carragenanas também são observados hidrólise e decréscimo de unidades de β-D-





FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN DE 1H DA KAPPA-CARRAGENANA SULFATADA E 
HIDROLISADA KS15 E DA KAPPA-CARRAGENANA SULFATADA KS 
 
Solvente D2O, 30 °C; padrão interno acetona (30,2 e 2,224 ppm) (*) artefato do experimento de 
pressaturação do pico da água. FONTE: O autor (2017). 
 
Assim, a hidrólise ácida parcial da fração KS indicou que há perda de grupos 
sulfato em C2 das unidades A, alterando, assim, a proporção entre os tipos de díades 
sulfatadas encontradas na fração quimicamente sulfatada antes e após hidrólise.  
A hidrólise preferencial dos grupos sulfato em C2 das unidades de β-D-
galactopiranose pode estar refletida na discreta diminuição do DS de sulfato 
encontrada para a fração hidrolisada KS15 (TABELA 6). 
Adicionalmente, nota-se que, mesmo presentes em maior proporção na fração 
hidrolisada, as díades do tipo G4S,6S→DA2S se mantêm estáveis em relação a 
proporção de díades internas e redutoras após a hidrólise. Tanto KS quanto KS15 
apresentaram 80% das díades G4S,6S→DA2S internas e 12% na forma redutora. 
No entanto, dentre as díades G2S,4S,6S→DA2S presentes na fração 
hidrolisada KS15 observou-se o aumento de díades redutoras em aproximadamente 




Deste modo, as díades G4S,6S→DA2S parecem ser mais resistentes à 
hidrólise ácida do que as díades totalmente sulfatadas G2S,4S,6S→DA2S, posto que 
aquelas mantêm a proporção de unidades internas e redutoras após hidrólise, 
enquanto estas exibem maior proporção de unidades 3,6-anidro--D-galactopiranose 
2-sulfato redutoras. Portanto, possivelmente, dentre os fragmentos que compõem a 
fração KS15, os menores sejam formados por fragmentos oligossacarídicos ricos em 
díades G2S,4S,6S→DA2S e os maiores consistam em díades G4S,6S→DA2S. 
Certa resistência na hidrólise das ligações 3,6-anidroglicosídicas pode ocorrer 
quando esta se encontra próxima a substituições por grupos sulfato. Foi observado 
que durante a produção de dissacarídeos a partir de agarose 6-sulfato, kappa- e theta-
carragenanas, por meio de hidrólise redutiva parcial, foram obtidos apenas 
dissacarídeos de agarose 6-sulfato, enquanto as carragenanas originaram di- e 
tetrassacarídeos. O grupo 6-O-sulfato da agarose encontra-se a três ligações de 
distância da ligação glicosídica envolvendo a unidade de 3,6-anidrogalactose, 
enquanto os grupos sulfato da kappa- e theta-carragenanas são ligados aos carbonos 
que estão a apenas uma ligação de distância dos carbonos da ligação glicosídica. 
Assim, concluiu-se que as substituições por grupos sulfato podem causar maior 
resistência das ligações alfa-glicosídicas à hidrólise (Gonçalves et al., 2005). 
O espectro de HSQC da fração hidrolisada KS15 mostrou as mesmas 
correlações que a fração original KS, apresentando diferenças relacionadas apenas 
às proporções das unidades constituintes, as quais foram discutidas anteriormente. 
7.3.3 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações de kappa-carragenana 
O valor de dispersão de um sistema está relacionado à variação entre o 
número de moléculas e suas massas molares. Quanto maior o número de moléculas 
de maior massa, menos disperso será o sistema. Assim, moléculas que possuem 
pequenas massas não influenciam tanto o sistema como aquelas moléculas com 
grandes massas, as quais alteram o sistema mesmo quando presentes em pequenas 






A dispersão (Ð) de um sistema pode ser calculada pela relação entre as 
massas molares ponderal média (Mw) e numérica média (Mn) (Ð = Mw/Mn) (TABELA 
8). Assim, a dispersão calculada para a fração K foi igual a 2,6. Este valor encontra-
se de acordo com o valor de dispersão determinado para kappa-carragenana em 
solução aquosa a temperatura ambiente (Ð = 2,7) (Wahlund, 2002). 
Isto pôde ser observado no cromatograma de HPSEC-MALLS-RI da fração K 
(FIGURA 22a), no qual se observou uma pequena quantidade de moléculas 
detectadas por MALLS (tempo de retenção do pico = ~38 min), resultando no perfil 
heterogêneo. A massa molar ponderal média relativa da fração K foi igual a 
97.097 g.mol-1 (página 66). 
 
TABELA 8 - VALORES DE MASSA MOLAR PONDERAL MÉDIA (Mw) RELATIVA E ESTIMADA POR 
HPSEC-MALLS-RI, MASSSA MOLAR NUMÉRICA MÉDIA (Mn) ESTIMADA POR HPSEC-MALLS-RI 
E DISPERSÃO (Ð) DAS FRAÇÕES K, K15, KS e KS15 OBTIDAS DE K. alvarezii 
- = não determinado, em função da falta de detecção pelo detector MALLS (90°); a Massas molares 
ponderais médias (Mw) relativas à regressão linear realizada com galactanas sulfatadas obtidas por 
Colodi, 2011; b Valores de massa molar ponderal média (Mw) e massa molar numérica média (Mn) 
estimadas por HPSEC-MALLS-RI por meio do Software ASTRA; c Valor de dispersão calculado pela 
relação entre os valores de Mw e Mn estimados por HPSEC-MALLS-RI. 
 
As frações nativa (K) e quimicamente sulfatada (KS) (Mw relativa = 
99.069 g.mol-1) apresentaram perfis cromatográficos de RI similares, com tempos de 
retenção iguais a 48,92 e 48,63 minutos, respectivamente (FIGURA 22a e c). 
Esperava-se menor tempo de retenção para a fração sulfatada quimicamente, em 
função do incremento na massa pela adição de grupos sulfato. No entanto, a 
sulfatação resultou no acréscimo de apenas 14% na massa da kappa-carragenana 
nativa K. Assim, é possível, em conjunto com a diminuição dos carboidratos totais da 
fração KS, concluir que, apesar da adição de 2-metil-2-buteno ao meio reacional, 
houve degradação parcial do polímero durante a reação de sulfatação, caso contrário 




Mw relativa a 
(g.mol-1) 
Mw estimada b 
(g.mol-1) 
Mn estimada b 
(g.mol-1) 
Dispersão (Ð) c 
(Mw/Mn) 
K 97.097 51.450 19.820 2,6 
K15 75.343 - - - 
KS 99.069 - - - 
KS15 85.294 - - - 
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FIGURA 22 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DAS KAPPA-CARRAGENANAS K, K15, 
KS E KS15 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min). Frações a) K, b) K15, c) KS e d) KS15. FONTE: O autor 
(2017). 
 
As frações K15 e KS15 (FIGURA 22b e d, respectivamente) tiveram massas 
molares ponderais médias relativas iguais a 75.343 e 85.294 g.mol-1, respectivamente. 
A massa molar teórica da fração Kb é de 408 g.mol-1 e refere-se aos dissacarídeos de 
kappa-carragenana na forma sódica. 
O detector MALLS (90°) do equipamento de HPSEC-MALLS-RI apresentou 
detecção apenas para a fração K, de maior massa molar, portanto, estão presentes 
na forma de ruído para as frações K15, KS e KS15 (FIGURA 22b, c e d, 
respectivamente). 
O perfil cromatográfico detectado por RI da fração K15 mostrou um pico 
principal (tempo de retenção = 52,58 min) de base alargada, que corresponde ao 
hidrolisado da fração K em presença de TFA 0,1 mol.L-1, por 15 minutos a 65 °C 
(FIGURA 22b). Destaca-se que para a fração K15 não houve detecção de kappa-
carragenana de alta massa molar, em aproximadamente 38 minutos, como na fração 
original K (FIGURA 22a). A massa molar ponderal média relativa da fração K15 foi 







A fração KS15 apresentou um pico principal com tempo de retenção de 50,79 
minutos indicado pelo detector RI (FIGURA 22d). A comparação dos cromatogramas 
de RI das frações KS e KS15 mostrou o maior tempo de retenção da fração hidrolisada 
KS15 em relação a original KS. Assim, a massa molar ponderal média relativa de 
KS15 (Mw relativa = 85.294 g.mol-1) foi 1,2 vez menor que a da fração sulfatada KS. 
Neste item foram demonstradas a caracterização química da fração K de 
kappa-carragenana extraída da alga K. alvarezii, bem como a caracterização da 
fração Kb, enriquecida em dissacarídeos redutores de kappa-carragenana. A fração 
K15 é composta por uma mistura de despolimerizados de kappa-carragenana. 
Adicionalmente, a fração quimicamente sulfatada KS foi caracterizada em relação aos 
tipos e proporções de díades sulfatadas que a compõem, da mesma forma que a 
fração hidrolisada KS15, enriquecida em díades de carragenana sulfatadas. 
A sulfatação química da kappa-carragenana já foi realizada por outros autores 
(Araújo et al., 2013), no entanto sua hidrólise parcial constitui um procedimento inédito 
e traz perspectivas para investigações adicionais, tendo em vista que o padrão de 
sulfatação do polissacarídeo parece influenciar a dinâmica da hidrólise das ligações 
3,6-anidrogalactosídicas, como mencionado no presente trabalho (página 93). 
As frações obtidas de kappa-carragenana foram testadas em relação a 
atividade anticoagulante (página 188), enquanto a fração Kb foi utilizada como modelo 
de molécula redutora que permitiu otimizar as condições de aminação redutiva 
utilizada para promover a ligação de moléculas redutoras aos grupos amino inseridos 
nos derivados de ulvana (páginas 119 e 157), permitindo, assim, a semissíntese dos 




7.4 OBTENÇÃO E ANÁLISE QUÍMICA DOS POLISSACARÍDEOS DA ALGA 
VERDE Ulva fasciata 
7.4.1 Extração e obtenção dos polissacarídeos 
A alga verde Ulva fasciata após extrações aquosas, originou as frações F, F2 
e F3, respectivamente (FIGURA 23). Considerando o rendimento, a fração F foi 
selecionada como fonte de ulvanas do presente estudo. A fração F2 foi cedida para 
outros estudos de modificações químicas do grupo de pesquisa GLICAM, UFPR. 
Desta forma são apresentados a seguir os dados da fração F e alguns dados de 
caracterização da fração F3. 
 
FIGURA 23 - FLUXOGRAMA DE EXTRAÇÃO E OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES POLISSACARÍDICAS 








7.4.2 Análises químicas das frações F e F3 
As frações polissacarídicas F e F3 obtidas de Ulva fasciata apresentaram-se 
sulfatadas (21,2 a 16,7%) e mostraram baixas porcentagens de proteína. Os 
rendimentos de polissacarídeos em relação ao peso seco da alga também estão de 
acordo com os obtidos para algas do gênero Ulva, bem como a rotação óptica negativa 
que reflete a presença de α-L-ramnose como monossacarídeo majoritário (Lahaye e 
Robic, 2007) (TABELA 9). 
 
TABELA 9 - RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES POLISSACARÍDICAS F E F3 
OBTIDAS DE U. fasciata 
n.d. = não determinado; a Rendimento em relação ao peso seco da alga; b, c, d, e Determinações de 
acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) 
e Lowry et al. (1951), respectivamente; f Rotação óptica específica, determinada a 20 °C em solução 
aquosa 0,2% (m/v). 
7.4.3 Composição monossacarídica das frações F e F3 
Os monossacarídeos majoritários presentes na fração F são α-L-ramnose, β-
D-xilose e ácidos urônicos, assim como esperado para ulvanas (Lahaye e Robic, 2007) 
(TABELA 10). A composição monossacarídica das frações F e F3 foram ajustadas em 
relação a porcentagem de carboidratos totais para considerar os ácidos urônicos, que 
foram quantificados por método colorimétrico, pois não são detectados por CG-EM. 
A carboxila dos ácidos urônicos exerce efeitos estéricos e/ou indutivos nos 
átomos de oxigênio das ligações glicosídicas promovendo a resistência destas 
ligações à hidrólise ácida. Os fragmentos resistentes à hidrólise não podem ser 
derivatizados de forma correta e, portanto, não são volatilizados durante a técnica de 
CG-EM, não sendo detectados (BeMiller, 1967). 
A fração F3 apresentou como monossacarídeo majoritário a glucose. Esta 
fração foi obtida da terceira extração aquosa, assim, a alta porcentagem de glucose 
foi atribuída à glucose derivada da extração parcial dos polissacarídeos de reserva 
(Bryhni, 1978). Para efeito de cálculo, ao zerar a porcentagem de glucose da fração 












[α] D f 
(°) 
F 17,5 72,4 21,2 21,9 1,3 - 75,5 
F3 6,7 70,2 16,7 15,1 1,6 n.d. 
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urônicos da fração F, demonstrando que esta fração é composta por uma mistura de 
ulvana e polissacarídeos de reserva das algas verdes. 
 
TABELA 10 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES F E F3 OBTIDAS DE U. fasciata 
 
Frações 
Composição monossacarídica (mol%) 
Rha a Xyl Gal Glc Urônicos b 
F 49,0 13,2 2,0 5,7 30,2 
F3 23,5 9,2 0,9 45,0 21,5 
a Rha = ramnose, Xyl = xilose, Gal = galactose, Glc = glucose; b Porcentagem obtida da dosagem 
colorimétrica (Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991), corrigida em relação a dosagem de carboidratos totais 
(Dubois et al., 1956). 
 
7.4.4 Espectroscopia de RMN das frações F e F3 
As frações F e F3 foram submetidas à espectroscopia de RMN de 13C 
(FIGURA 24). Os espectros destas frações indicaram a semelhança estrutural entre 
elas. No entanto, na fração F3 destacam-se sinais de maior intensidade em 101,1; 
74,7; 73,0; 72,7 e 62,1 ppm, que foram atribuídos, respectivamente, aos C1, C3, C2, 
C5 e C6 de α-D-glucose 1,4-ligada, proveniente do amido de reserva das algas verdes 
(Gorin, 1981; Colson et al., 1974). Este resultado corrobora com a composição 
monossacarídica (TABELA 10) e o perfil heterogêneo de HPSEC-MALLS-RI para a 
fração F3 (FIGURA 25, página 102). Os deslocamentos em 18,1-18,3 e 63,7 ppm, 
corresponderam, respectivamente, ao grupo metil das unidades de α-L-ramnose e ao 
C5 das unidades de β-D-xilose (Lahaye, 1998). 
Os deslocamentos químicos presentes no espectro de RMN de 13C da fração 
F (FIGURA 24) indicaram a presença das díades de →4)-β-D-GlcpA-(1→4)-α-L-Rhap 
3S-(1 e →4)-β-D-Xylp-(1→4)-α-L-Rhap 3S-(1 como componentes majoritários da 









Espectro de RMN de 13C das frações F (a) e F3 (b). Solvente: D2O, 70 °C; Acetona como padrão 
interno (31,45 ppm) 
 
7.4.5 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações F e F3 
Os perfis de eluição em cromatografia de HPSEC-MALLS-RI das frações F e 
F3 das ulvanas extraídas de U. fasciata são apresentados na FIGURA 25. Os perfis 
cromatográficos detectados por RI foram semelhantes para as duas frações, no 
entanto, o cromatograma da fração F3 apresentou polissacarídeos de menor massa 
molar (55 min) (FIGURA 25). 
Bryhni (1978) demonstrou que os polissacarídeos da alga Ulva mutabilis 
isolados por extração aquosa, realizada a 100 °C por 30 minutos, apresentaram teores 
de glucose na faixa de 15% (relativo ao total de monossacarídeos presentes nos 
extratos) e foram atribuídos ao amido de reserva das algas verdes. 
Portanto, a sequência de três extrações aquosas a 80 °C, da alga U. fasciata 
no presente trabalho, promoveu a extração de polissacarídeos de reserva na terceira 
extração, o que corrobora com a alta porcentagem de glucose encontrada na 





FIGURA 25 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DAS FRAÇÕES F E F3 OBTIDAS  
DE U. fasciata 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min). Frações a) F e b) F3. FONTE: O autor (2017). 
 
As frações F e F3 apresentaram o mesmo perfil de detecção por MALLS (90°), 
os quais coincidem com o pico principal detectado por RI (~37,5 min), o qual também 
mostra ombros a partir de 40 minutos de cromatografia. Estes perfis condizem com os 
obtidos em estudos de diferentes algas do gênero Ulva, os quais mostraram ulvanas 
geralmente compostas por dois picos alargados (RI), sugerindo duas populações de 
macromoléculas ou ainda a alta tendência de agregação entre as ulvanas (Robic et 
al., 2008; Paradossi et al., 2002; Costa et al., 2012). 
A fração F apresentou dispersão de 1,6 (referente a relação entre Mw/Mn = 
558.300 g.mol-1 / 349.900 g.mol-1, estimados por HPSEC-MALLS-RI). Esta ulvana 
apresentou menor dispersão quando comparada às carragenanas discutidas no item 
7.3.3 (página 94) ou ainda aos polímeros lineares comerciais utilizados na área 
biomédica, os quais apresentam valores de dispersão entre 2 e 3 (Cooper et al., 2004). 
A massa molar ponderal média (Mw) relativa da fração F foi estimada em 
211.755 g.mol-1, a partir da equação y = - 0,0301x + 6,4597 (R2 = 0,970) (TABELA 2, 
página 66) (Colodi, 2011). Este valor de massa está de acordo com os encontrados 
para ulvanas obtidas de diferentes espécies de Ulva sp. As ulvanas apresentam 
amplas variações de Mw, sendo as variações atribuídas aos fenômenos de agregação 






7.4.6 Determinação da estrutura química fina da ulvana obtida de U. fasciata 
Tendo em vista que as ulvanas são polissacarídeos sulfatados e que contêm 
ácidos urônicos, requerem processos de: (1) carboxirredução do polímero nativo, 
seguido de permetilação; (2) carboxirredução do polímero nativo seguido de 
dessulfatação e permetilação. A análise comparativa entre os produtos de metilação 
do polímero nativo e dessulfatado permitiram determinar a posição dos grupos sulfato 
bem como o tipo de ligações glicosídicas do polímero original. 
Assim, diferentes porções da ulvana F foram submetidas a dessulfatação e a 
carboxirredução em presença de NaBH4 ou NaBD4, originando as frações FD, FR e 
FR*, respectivamente. A dessulfatação da fração carboxirreduzida FR originou a 
fração FRD. A análise de metilação foi realizada com as frações FR* e FRD, para 
resolver o posicionamento dos grupos sulfato. A fração dessulfatada FD foi utilizada 
para comprovar as proporções de díades de ulvana encontradas pelas análises de 
metilação (FIGURA 26). 
 
FIGURA 26 - ESQUEMA DA DETERMINAÇÃO DA ESTRUTURA QUÍMICA FINA DA ULVANA F 




FONTE: O autor (2017). 
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7.4.6.1 Carboxirredução e dessulfatação da ulvana F de U. fasciata 
A fração F foi submetida à carboxirredução em presença de NaBH4 ou NaBD4, 
originando as frações FR e FR*, respectivamente. A análise da fração FR*, 
carboxirreduzida e marcada com deutério, permitiu identificar e quantificar os ácidos 
urônicos presentes na ulvana obtida de U. fasciata. 
No processo de carboxirredução, os ácidos urônicos presentes no 
polissacarídeo nativo são convertidos em seus respectivos monossacarídeos neutros, 
de forma que o ácido glucurônico produz glucose e o ácido idurônico produz idose. 
Os monossacarídeos neutros originados pela redução com NaBD4 apresentam duas 
unidades de massa a mais em C6 quando comparados aos monossacarídeos neutros 
originais do polímero. Desta forma, os perfis de fragmentação gerados por CG-EM 
mostraram íons específicos para os monossacarídeos originalmente neutros e ácidos, 
sendo o íon 217, indicativo de hexoses presentes no polímero original e o íon 219, de 
hexoses provenientes de ácidos urônicos no polímero original. 
O processo de carboxirredução também melhora a recuperação de 
monossacarídeos neutros após hidrólise. Na ausência dos monossacarídeos ácidos 
as ligações glicosídicas não são mais estabilizadas pelas forças indutivas das 
carboxilas e deixam de ser resistentes à hidrólise (BeMiller, 1967). 
A dessulfatação foi conduzida para as frações nativa F e carboxirreduzida FR, 
originando as frações dessulfatadas FD e FRD. 
Polissacarídeos dessulfatados originaram espectros de RMN com menor grau 
de complexidade quando comparados aos espectros do polímero sulfatado. Assim, a 
integração dos hidrogênios do espectro de RMN de 1H da fração dessulfatada FD 
permitiu quantificar as díades dessulfatadas constituintes da ulvana F. 
As frações carboxirreduzidas FR* e dessulfatada FRD foram submetidas a 
etapas de metilação com o intuito de analisar os tipos de ligação e o posicionamento 
dos grupos sulfato da ulvana F. 
Os resultados de metilação foram comparados com os dados quantitativos 
obtidos da integração do espectro de RMN de 1H da fração FD para corroborar a 
análise química por duas estratégias diferentes de quantificação das díades 
constituintes da ulvana obtida da alga verde U. fasciata. 
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A recuperação e as análises químicas das frações carboxirreduzidas (frações 
FR e FR*) e carboxirreduzidas com sequencial dessulfatação (frações FD e FRD) são 
apresentadas na TABELA 11. 
Os ácidos urônicos presentes na fração F foram carboxirreduzidos em alta 
porcentagem (aproximadamente 88%), de forma que a fração carboxirreduzida FR 
apresentou apenas 2,5% de ácidos urônicos. As porcentagens de dessulfatação foram 
de 71,7 e 90,5% para FD e FRD, respectivamente. 
 
TABELA 11 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES F, FD, FR, FRD E FR* 
OBTIDAS DE U. fasciata 
n.d. = não determinado; a Recuperação em relação a massa de material submetido dessulfatação 
(130 mg para FD, 60 mg para FRD) e a carboxirredução (200 mg para FR e 15 mg para FR*); b, c, d 
Determinações de acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962) e Filisetti-
Cozzi e Carpita (1991), respectivamente; e Fração incluída para fins comparativos. 
 
A composição monossacarídica das frações F, FD, FR, FRD e FR* está 
apresentada na TABELA 12. As frações não carboxirreduzidas F e FD apresentaram 
a composição monossacarídica ajustada em relação as dosagens colorimétricas de 
carboidratos totais e ácidos urônicos. 
Durante o processo de carboxirredução o ácido idurônico é convertido ao 
monossacarídeo neutro idose. No processo de derivatização das amostras para 
análise em CG-EM a idose livre entra em equilíbrio com a forma cíclica 1,6-anidro-
idose em função da condição ácida utilizada durante a hidrólise dos monossacarídeos.  
Após redução e acetilação dos monossacarídeos, a 1,6-anidro-idose é quantificada 
na forma de 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-hexose por CG-EM, sendo identificada pelos 
íons 69, 81, 98, 115, 126, 144, 157, 186 e 229 m/z. No entanto, em meio ácido o 
equilíbrio se estabelece quando 86% das unidades monossacarídicas de idose 
encontram-se ciclizadas (Collins e Ferrier, 1995). Desta forma, as áreas dos 










F e - 72,4 21,2 21,9 
FD 77,0 70,2 6,0 19,9 
FR 78,0 58,3 21,0 2,5 
FRD 50,0 n.d. 2,0 n.d. 
FR* 94,0 77,3 23,0 2,7 
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hexose (mol%), foram ajustadas, considerando o equilíbrio em meio ácido, para 100% 
de idose, resultando nos valores apresentados na TABELA 12. 
As frações carboxirreduzidas FR e dessulfatada FRD foram carboxirreduzidas 
em presença de NaBH4 e, portanto, não permitiram diferenciar ácido glucurônico de 
glucose, mas mostraram a presença de idose na composição monossacarídica 
(TABELA 12), a qual foi proveniente do ácido idurônico presente na ulvana original e 
foi identificada pelo derivado 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-hexose (69, 81, 98, 115, 126, 
144, 157, 186 e 229 m/z), tendo sido considerando o equilíbrio em meio ácido entre 
idose e 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-hexose para o ajuste das áreas dos 
cromatogramas do CG-EM. 
Assim, apenas a fração FR* carboxirreduzida utilizando NaBD4 como agente 
redutor permitiu identificar e quantificar tanto ácido idurônico quanto ácido glucurônico, 
no polímero original (TABELA 12). 
 
TABELA 12 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES F, FD, FR, FRD E FR* 
OBTIDAS DE U. fasciata 
 
Frações 
Composição monossacarídica (mol%) 
Rha a Xyl GlcA b Ido(A) c Gal 3Gal Glc 
F d, e  49,0 13,2 30,2 0,7 1,3 5,6 
FD d 42,8 17,2 28,4 1,6 3,4 6,7 
FR 42,9 19,5 n.d. 7,5 1,8 2,8 25,5 
FRD 46,7 22,4 n.d. 5,3 1,3 2,2 22,1 
FR* 50,2 16,7 17,9 7,5 1,7 2,8 3,2 
n.d. = não determinado; a Rha = ramnose, Xyl = xilose, GlcA = ácido glucurônico, Ido(A) = idose ou 
ácido idurônico, Gal = galactose, 3Gal = 3-O-Me-galactose, Glc = glucose; b As frações FR e FRD, 
carboxirreduzidas com NaBH4, não apresentaram ácidos urônicos, pois após a carboxirredução estes 
são convertidos em seus respectivos monossacarídeos neutros. Assim o conteúdo original de ácido 
glucurônico foi contabilizado juntamente com a glucose (Glc, 25,5 e 22,1 mol%, respectivamente), 
enquanto o ácido idurônico original pôde ser identificado como o monossacarídeo neutro idose (Ido, 
7,5 e 5,3 mol%, respectivamente, para FR e FRD). A fração FR*, carboxirreduzida com NaBD4, também 
não apresentou ácidos urônicos, sendo as porcentagens mostradas na tabela referentes a 
quantificação do íon 219 m/z. A quantificação dos ácidos urônicos, presentes no polissacarídeo antes 
da carboxirredução, hidrólise e redução com deutério (NaBD4), pôde ser realizada pela presença do 
íon específico 219 m/z, que ao apresentar duas unidades de massa a mais em C6, apontou 17,9 e 
7,5 mol% de ácidos glucurônico e idurônico, respectivamente. c Ácido idurônico determinado pela 
presença de idose, considerando o equilíbrio em meio ácido entre idose e 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-
hexose para as frações FR e FRD e ácido idurônico para a fração FR*; d Composições 
monossacarídicas ajustadas com relação às dosagens colorimétricas de açúcar total e ácidos urônicos; 





As composições monossacarídicas apresentadas na TABELA 12, sofreram 
algumas variações em função do tratamento dos dados e por conta dos processos 
utilizados na obtenção de cada fração. No entanto, levando em consideração o caso 
particular das diferenças entre os monossacarídeos ácidos, todas as frações 
apresentaram a mesma proporção entre os monossacarídeos constituintes, 
demonstrando que os processos de carboxirredução e dessulfatação não 
ocasionaram degradação significativa do polímero. 
A análise comparativa da composição monossacarídica das frações F e FR 
demonstrou o aumento no conteúdo de glucose (5,6→25,5 mol%). Este aumento 
referiu-se ao teor de ácido glucurônico na ulvana nativa e foi condizente com o 
conteúdo de ácido urônico determinado para a fração FR* (17,9 mol%). Os fragmentos 
de massa obtidos pela análise por CG-EM para a fração FR* mostraram que o 
derivado glucitol hexaacetato apresentou íons com m/z 217 e 219, os quais referiram-
se a presença de glucose e ácido glucurônico, respectivamente. As unidades de 
glucitol hexaacetato para FR* compreenderam 21,1 mol%, assim a partir das 
intensidades dos íons 217 e 219 determinaram-se as porcentagens de glucose e ácido 
glucurônico como 3,2 e 17,9 mol%, respectivamente (TABELA 12). 
As frações carboxirreduzidas FR* e dessulfatada FRD foram submetidas ao 
processo de metilação para determinar os tipos de ligações glicosídicas e o 
posicionamento dos grupos sulfato na ulvana original. 
7.4.6.2 Análise de metilação da ulvana F de U. fasciata 
As análises de metilação das frações FR* e FRD foram conduzidas através 
do método de Ciucanu e Kerek (1984) utilizando iodometano (ICH3). Com o objetivo 
de evitar a degradação do polímero em meio básico e melhorar sua solubilidade no 
solvente da metilação, as ulvanas foram tratadas com NaBH4 e solução de trietilamina 
(5 g%), respectivamente (Stevenson e Furneaux, 1991). Os polissacarídeos na forma 
de sal de trietilamônio, solúveis em DMSO, foram submetidos a três etapas de 
metilação, hidrolisados, reduzidos, acetilados e analisados por CG-EM. 
Os produtos de hidrólise consistiram em diversos tipos de derivados metilados 
e refletem a complexidade estrutural da ulvana (TABELA 13, página 109). A fração 
FR* apresentou 2-Me-Rha, 2,3-Me2-Xyl e 2,3,6-Me3-Glc como derivados metilados 
majoritários, totalizando 67,4 mol%. Ainda foram identificados 7,0 mol% de unidades 
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de 2,3,6-Me3-Ido e 6,7 mol% de α-L-ramnose (Rha) não metilada, a qual apresentou 
proporção constante mesmo após as três etapas de metilação, indicando a presença 
de unidades de ramnose 2,3,4-trissubstituídas. Estes derivados metilados somaram, 
aproximadamente 80 mol%, constituindo a cadeia principal da ulvana. 
As unidades de ácido glucurônico reduzidas a glucose, pelo processo de 
carboxirredução, foram identificadas como 2,3,4,6-Me4-Glc e 2,3,6-Me3-Glc, enquanto 
as unidades 2,3,4,6-Me4-Ido e 2,3,6-Me3-Ido corresponderam às unidades de ácido 
idurônico carboxirreduzidas a idose. A soma destas unidades ácidas condiz com o 
teor de ácidos urônicos encontrado pela dosagem colorimétrica da ulvana nativa 
(TABELA 11). 
As unidades trimetiladas 2,3,4-Me3-Rha (1,5 mol%) e 2,3,4-Me3-Xyl (0,6 
mol%) e tetrametiladas 2,3,4,6-Me4-Glc (1,6 mol%) e 2,3,4,6-Me4-Ido (0,9 mol%) 
representam os terminais não redutores (TNR). Adicionalmente, foram identificados 
2,0 e 4,8 mol% de unidades de 2,4-Me2-Rha e 3-Me-Xyl, respectivamente. 
O processo de dessulfatação solvolítica foi conduzido com a fração FR (21,0% 
de sulfato) originando a fração dessulfatada FRD (2,0% de sulfato), a qual também foi 
metilada. A análise comparativa das porcentagens e tipos de derivados parcialmente 
metilados de ambas as frações permitiu determinar o posicionamento dos grupos 
sulfato no polímero original, conforme mostra a discussão a seguir.  
A fração FRD foi obtida por carboxirredução na presença de NaBH4, assim o 
conteúdo de ácido idurônico na fração original foi determinada pela presença do 
derivado idose, entre os produtos de metilação analisados por CG-EM, considerando 
o equilíbrio em meio ácido entre idose e 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-
metil-idositol. Em relação às unidades de ácido glucurônico estas foram contabilizadas 
com o derivado 2,3,6-Me3-Glc, que também se refere às unidades de glucose, 
oriundas da contaminação por amido, polissacarídeo de reserva das algas verdes. 
Neste caso, ao descontar os 3,0 mol% de glucose contaminante (quantificada na 
fração FR*) dos 21,0 mol% de unidades 2,3,6-Me3-Glc encontradas para a fração 
dessulfatada FRD, tem-se a mesma proporção de unidades de ácido glucurônico 
quantificadas para FR*. 
A ausência de derivados que sugerem outros tipos de substituição, além das 
substituições nas posições 1 e 4 (derivados 2,3,6-Me3-Glc), indicou que não havia 
substituições por sulfato nas unidades de ácido glucurônico da ulvana nativa. 
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Os derivados 2,3,4,6-Me4-Ido e 2,3,6-Me3-Ido permaneceram na mesma 
proporção, antes e depois da dessulfatação, demonstrando que não havia unidades 
sulfatadas de ácido idurônico na fração nativa. 
 
TABELA 13 - ANÁLISE DE METILAÇÃO DA ULVANA OBTIDA DE U. fasciata: FRAÇÕES 
CARBOXIRREDUZIDA COM NaBD4 (FR*) E CARBOXIRREDUZIDA COM NaBH4 E 
DESSULFATADA (FRD)  
 
Derivado a Unidade correspondente 
Frações 
FR* FRD 
2,3,4-Me3-Rha b Rha TNR  1,5 3,6 
2,4-Me2-Rha Rha TNR 3S 2,0 - 
2,3-Me2-Rha Rha 4L - 36,2 
2-Me-Rha Rha 4L3S/4L3R 39,4 3,9 
3-Me-Rha Rha 4L2R - 6,0 
Rha Rha 4L3S2R 6,7 - 
    
2,3,4-Me3-Xyl Xyl TNR  0,6 0,5 
2,3-Me2-Xyl Xyl 4L 12,3 17,5 
3-Me-Xyl Xyl 4L2S 4,8 - 
    
2,3,4,6-Me4-Glc c GlcA TNR  1,6 - 
2,3,6-Me3-Glc GlcA 4L 15,7 - 
    
2,3,4,6-Me4-Ido IdoA TNR 0,9 0,7 
2,3,6-Me3-Ido IdoA 4L 7,0 6,1 
    
2,3,4,6-Me4-Glc Glc TNR - - 
2,3,6-Me3-Glc Glc 4L 3,0 21,0 d 
    
2,3,4,6-Me4-Gal Gal TNR  2,0 2,0 
2,3,6-Me3-Gal e Gal 4L 2,5 2,5 
- = não detectado; TNR = terminal não redutor; a mol% dos monossacarídeos quantificados na forma 
de alditóis acetato parcialmente metilados; b 2,3,4-Me3-Rha analisada como 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-
metilramnitol, etc.; b derivados carboxirreduzidos analisados como 2,3,4,6-Me4-GlcA = 1,5-di-O-acetil-
(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil-glucitol e 2,3,4,6-Me4-IdoA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-
2,3,4,6-O-metil-idositol, etc.; d Corresponde a soma de glucose e ácido glucurônico; e Corresponde a 
unidades de 3-O-metil-D-galactose naturalmente metiladas. 
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Após a dessulfatação, o principal derivado metilado foi 2,3-Me2-Rha 
(36,2 mol%) que se refere a unidades de α-L-ramnose 4-substituídas as quais não 
estavam presentes na fração original FR*. Concomitante ao aparecimento do derivado 
2,3-Me2-Rha houve a diminuição do derivado 2-Me-Rha, o qual foi atribuído às 
unidades de α-L-ramnose 3,4-dissubstituídas. Assim, concluiu-se que 36,2 mol% das 
unidades de α-L-ramnose do polissacarídeo nativo eram constituídas por unidades de 
α-L-ramnose 4-ligada substituída por sulfato em C3. A fração dessulfatada ainda 
conservou 3,9 mol% de unidades de α-L-ramnose 3,4-dissubstituídas (derivado 2-Me-
Rha), que foram atribuídas a unidades de α-L-ramnose 4-ligada ramificada em C3. 
Concomitantemente ao desaparecimento do derivado não metilado de Rha, a 
fração dessulfatada apresentou o aparecimento de 3-Me-Rha (6,0 mol%), indicando 
que 6,0 mol% da ulvana nativa é composta por unidades de α-L-ramnose 4-ligada 
sulfatada em C3 e substituída em C2. 
A substituição por ácido β-D-glucurônico em C2 das unidades de α-L-ramnose 
3-sulfato está presente na ulvana extraída da alga verde Ulva rigida e foi descrita por 
meio de estudos de RMN de 1H e 13C dos oligossacarídeos obtidos por hidrólise ácida 
(Lahaye e Ray, 1996).  
O desaparecimento do derivado 2,4-Me2-Rha para a fração dessulfatada FRD 
em conjunto com o aumento do derivado 2,3,4-Me3-Rha (1,5→3,6 mol%) mostrou que 
os terminais não redutores (TNR) de α-L-ramnose são sulfatados em C3 numa 
proporção de 2,0 mol%. 
Dentre os derivados metilados de xilose para a fração dessulfatada FRD, 
observou-se o desaparecimento de 3-Me-Xyl e o concomitante aumento de 2,3-Me2-
Xyl (12,3→17,5 mol%), indicando que 4,8 mol% das unidades de β-D-xilose são 
substituídas por sulfato em C2. 
Assim, unidades de ramnose, xilose e ácido glucurônico e ácido idurônico 
(totalizando aproximadamente 80 mol%) constituem a cadeia principal da ulvana F 
obtida de U. fasciata. Os derivados de ramnose 4-ligada totalizaram aproximadamente 
40 mol% da mesma forma que a soma dos derivados 4-ligados de xilose, ácido 
glucurônico e idurônico. Esta relação demonstrou que a cadeia principal da ulvana é 
constituída por monossacarídeos 4-ligados, que podem ser distribuídos de maneira a 





TABELA 14 - PROPORÇÕES DAS DÍADES PRESENTES NA ULVANA DE U. fasciata 
 
Díade a Monossacarídeos constituintes 




A3S →4)-β-D-GlcpA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 15,7 39,3 
B3S →4)-α-L-IdopA-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 7,0 17,5 
U3S →4)-β-D-Xylp-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 12,3 30,8 
U2’,3S →4)-β-D-Xylp 2-sulfato-(1→4)-α-L-Rhap 3-sulfato-(1 4,8 12,0 
a A3S: Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A; B3S: Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo B; U3S: Ulvanobiose 3-sulfato; 
U2’,3S: Ulvanobiose 2’,3-dissulfato; b Proporção de díades (em mol%) contidas na ulvana, conforme os 
dados obtidos da metilação (TABELA 13); c Porcentagem de díades ajustada para 100%. 
 
Estas proporções da distribuição das díades no polímero foram corroboradas 
pela integração dos hidrogênios da região anomérica do espectro de RMN de 1H da 
fração dessulfatada FRD (FIGURA 27). 
O sinal em 4,88 ppm refere-se aos hidrogênios das unidades de α-L-ramnose 
ligadas a β-D-xilose e ácido α-L-idurônico, os quais se sobrepõem e integraram para 
1,50. Os hidrogênios das unidades de α-L-ramnose ligadas ao ácido β-D-glucurônico 
foram atribuídos ao sinal em 4,79 ppm e integraram para 1,06. Aos hidrogênios das 
unidades de β-D-xilose (ᶴ 1,02) e ácido β-D-glucurônico (ᶴ 1,12) foram atribuídos os 
sinais em 4,70 e 4,68 ppm, respectivamente (FIGURA 27). 
No polímero original, conforme a TABELA 14, a soma das porcentagens das 
díades de xilose U3S e U2’,3S e ácido idurônico B3S correspondeu a 60,3% do total de 
díades, enquanto as díades de ácido glucurônico A3S somaram 39,3%. 
A integral da área referente ao sinal em 4,88 ppm da fração dessulfatada 
mostrou a soma dos hidrogênios de α-L-ramnose das díades U3S, U2’,3S e B3S. Assim, 
a relação entre as díades, obtidas por RMN de 1H, devem corresponder a relação em 
mol% obtida dos dados de metilação. Assim, tem-se a relação (U3S + U2’,3S + B3S) / 
A3S, que resulta em 1,4 pela integração dos hidrogênios e 1,5 pela quantificação em 







FIGURA 27 - INTEGRAÇÕES DA REGIÃO ANOMÉRICA DO ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 
FRAÇÃO DESSULFATADA FRD OBTIDA DE U. fasciata 
 
Solvente D2O, 70 °C; padrão interno acetona (2,225 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
O conteúdo total de unidades de β-D-xilose, a partir dos dados de metilação, 
somou 17,7 mol%, enquanto o conteúdo total de ácido β-D-glucurônico somou 
17,3 mol%. A relação das integrações de hidrogênio para as áreas correspondentes 
a estes monossacarídeos é aproximadamente 1,0, equivalente a encontrada pelos 
dados de metilação. 
Após os processos de carboxirredução e dessulfatação da ulvana de U. 
fasciata, a análise da fração FRD permitiu mostrar que os derivados metilados 
majoritários foram 2,3-Me2-Rha, 2,3-Me2-Xyl, 2,3,6-Me3-Ido e 2,3,6-Me3-Glc, 
correspondentes aos monossacarídeos constituintes das díades da cadeia principal. 
Os derivados 2-Me-Rha (3,9 mol%) e 3-Me-Rha (6,0 mol%) corresponderam 
as unidades de α-L-ramnose 4-ligada, 3-substituída e α-L-ramnose 4-ligada 2-
substituída, respectivamente. Estas ramificações (9,9 mol%) foram condizentes com 
a soma dos terminais não redutores encontrados na fração FR*: α-L-ramnose (1,5 
mol%), α-L-ramnose 3-sulfato (2,0 mol%), β-D-xilose (0,6 mol%), ácido β-D-
glucurônico (1,6 mol%), ácido α-L-idurônico (0,9 mol%) e D-galactose (2,0 mol%), bem 
como da fração FRD considerando adicionalmente a porcentagem de ácido 
glucurônico como terminais não redutores determinado na análise de metilação da 
fração FR*. 
As unidades de galactose 1,4-ligadas (2,5 mol%) foram contabilizadas como 
ramificações em conjunto com a D-galactose (2,0 mol%). Desta forma a ulvana 
apresentaria dissacarídeos de galactose como ramificações. A composição 
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monossacarídica da ulvana F mostra a presença de 3-O-metil-D-galactose, portanto 
os derivados 2,3,6-Me3-Gal foram atribuídos a este tipo de unidade monossacarídica. 
Estas atribuições são fundamentadas nas observações descritas a seguir. 
A participação de monossacarídeos neutros, do tipo manose e galactose, 
como constituintes das ulvanas é desconsiderada em função do isolamento de uma 
fração polissacarídica neutra diferente do polímero ácido encontrado para U. mutabilis 
(Bryhni, 1978). No entanto, o extrato aquoso em oxalato de sódio obtido de U. rigida 
mostrou a presença de pequenas porcentagens tanto de 3/4-O-metil-hexose quanto 
de D-galactose, sendo o primeiro presente na fração neutra e o segundo em frações 
carregadas, isoladas por cromatografia em DEAE-Sepharose CL-6B em 
concentrações entre 0,05 a 1,0 mol.L-1 de NaCl (Ray e Lahaye, 1995a). 
Adicionalmente, estudos com polissacarídeos ácidos, extraídos com oxalato de sódio 
aquoso, isolados de diversas espécies de algas verdes da classe Charophyceae, as 
representantes mais próximas das plantas terrestres, mostraram a presença de 3-O-
metil-D-galactose (O’Rourke et al., 2015). 
Desta forma, o presente trabalho apresentou resultados que sugerem a 
participação das unidades de D-galactose e seu derivado naturalmente metilado 3-O-
metil-D-galactose como parte da estrutura da ulvana na forma de glicosilações da 
cadeia principal. 
7.4.7 Espectroscopia de RMN da ulvana F de U. fasciata 
A fração F foi analisada por RMN de 1H e 13C e pelos espectros bidimensionais 
de COSY e HSQC. Os espectros foram calibrados utilizando a acetona como padrão 
interno (31,45 e 2,225 ppm). No espectro completo de HSQC da fração F (FIGURA 
28), destaca-se a correlação em 18,1/~1,32 ppm, referente aos grupos metil (-CH3) 
das unidades de α-L-ramnose (3-sulfato) (Lahaye et al., 1997; Lahaye, 1998; Lahaye 
et al., 1998). O inserto do espectro de HSQC da fração F referente a região anomérica 
é apresentado na FIGURA 28b. Os assinalamentos da fração F são apresentados na 
TABELA 15 (Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1997; Lahaye et al., 1998).  
Os carbonos e hidrogênios de todas as díades constituintes da ulvana F foram 
assinalados, exceto a correlação de C5/H5 das unidades de ácido α-L-idurônico, a 
qual não foi detectada no espectro de HSQC da fração F. Adicionalmente, as unidades 
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de α-L-ramnose 3-sulfato intercaladas entre unidades de β-D-xilose e β-D-xilose 2-
sulfato também puderam ser identificadas (TABELA 15). 
 




















a) Espectro de HSQC da fração polissacarídica F obtida da alga verde U. fasciata; b) inserto do espectro 
de HSQC da fração F referente a região anomérica (C1/H1); c) inserto do espectro de HSQC da fração 
F referente a região de C2/H2 a C6/H6. Solvente D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 
2,225 ppm) (*). FONTE: O autor (2017). 
 
A região anomérica do espectro de HSQC da fração F mostrou em 102,0-
98,0/4,9-4,8 ppm as correlações referentes às unidades de α-L-ramnose 3-sulfato 
componentes das quatro díades da ulvana: A3S, β-D-GlcpA em 104,3/4,64 ppm ligada 
a α-L-Rhap 3-sulfato em 101,1/4,83 ppm; U3S, β-D-Xylp em 104,7/4,64 ppm ligada a 
α-L-Rhap 3-sulfato em 98,7/4,91 ppm; B3S, α-L-IdopA em 104,3/5,11 ppm ligada a α-
L-Rhap 3-sulfato em 102,1/4,91 ppm e U2’,3S, β-D-Xylp 2-sulfato em 100,0/4,96 ppm 
ligada a α-L-Rhap 3-sulfato em 99,3/4,91 ppm (FIGURA 28b) (Lahaye et al., 1997; 
Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1998). 
Adicionalmente, a região anomérica do espectro de HSQC da fração F mostra 
a correlação em 98,9/4,86 ppm atribuída às unidades de α-L-ramnose 3-sulfato 
















C-3: GlcA / Xyl 















TABELA 15 - ASSINALAMENTOS DAS DÍADES CONSTITUINTES DA ULVANA F OBTIDA DE U. 




































































































































a A3S: Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo A (Lahaye et al., 1997); U3S: Ulvanobiose 3-sulfato (Lahaye, 1998); 
B3S: Ulvanobiurônico 3-sulfato tipo B; U2’,3S (Lahaye et al., 1998): Ulvanobiose 2’,3-dissulfato (Lahaye, 
1998); b Correlações de intensidades fracas, visíveis já próximas ao ruído; c Correlações referentes a 
unidades de α-L-ramnose 3-sulfato intercaladas entre unidades de β-D-xilose e β-D-xilose 2-sulfato 
(Lahaye, 1998). 
 
No espectro de HSQC da fração F (região de C2/H2 a C6/H6) (FIGURA 28c) 
destacam-se as correlações na região de 79,4/4,56-4,70 ppm, referem-se aos C3 das 
unidades de α-L-ramnose 3-sulfato, os quais não estão presentes no espectro da 
fração dessulfatada FD (espectro não mostrado) (Lahaye et al., 1997; Lahaye, 1998; 




A região de correlações entre 70,5-68,0/4,30-4,00 ppm concentra os sinais de 
C2 e C5 de α-L-ramnose 3-sulfato (Rha3S), enquanto a região entre 80,5-75,5/3,90-
3,75 ppm contempla as correlações de C4 de α-L-ramnose 3-sulfato e C5 de ácido β-
D-glucurônico. Os C4 e C3 das unidades de ácido β-D-glucurônico e β-D-xilose (2-
sulfato) foram atribuídos à região de 77,0-74,0/3,70-3,60 ppm. Os assinalamentos de 
cada unidade monossacarídica que compõe as díades da ulvana F estão 
apresentados na TABELA 15 (Lahaye et al., 1997; Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1998). 
Tendo em vista o que foi exposto pelos dados de espectroscopia de RMN da 
ulvana F, os mesmos condizem com a análise de metilação e conclui-se que ambas 
as abordagens contribuíram para a determinação estrutural, de maneira a corroborar 
os dados encontrados em cada tipo de análise. 
A análise estrutural da ulvana obtida da alga verde Ulva fasciata permitiu 
identificar e quantificar as díades constituintes majoritárias deste polímero natural, 
conforme mostra a FIGURA 29. 
A caracterização estrutural da ulvana obtida da alga verde U. fasciata 
possibilitou mapear as estruturas-alvo para as modificações da ulvana, as quais são 
constituídas por ácidos carboxílicos em aproximadamente 23 mol% (15,7 e 7,0 mol% 
de ácidos β-D-glucurônico e α-L-idurônico, respectivamente) e 35 mol% de 
monossacarídeos que apresentam carbonos C2 e C3 substituídos por hidroxilas 
vicinais (15,7; 7,0 e 12,3 mol% de ácidos β-D-glucurônico e α-L-idurônico e β-D-xilose, 
respectivamente) (FIGURA 29). Desta forma, a inserção de grupos amina nas ulvanas 
foi realizada utilizando diaminas, por meio de duas estratégias diferentes (FIGURA 8): 
(1) amidação dos monossacarídeos ácidos β-D-glucurônico e α-L-idurônico 
com 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-diaminoexano (HMD) e, ainda, com a 
monoamina n-pentilamina (Am); 
(2) oxidação de C2 e C3 das unidades de β-D-xilose e ácidos β-D-glucurônico 
e α-L-idurônico com m-periodato de sódio seguida de aminação redutiva com as 
diaminas 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-diaminoexano (HMD). 
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FIGURA 29 - ESTRUTURA QUÍMICA DA ULVANA OBTIDA DA ALGA VERDE U. fasciata 
 
As principais díades constituintes da ulvana obtida de U. fasciata. As díades A3S, B3S, U3S e U2’,3S 
representam, respectivamente, 39, 18, 31 e 12% do polissacarídeo, compondo 79,6 mol% do mesmo. 
As unidades monossacarídicas ácidas →4)-β-D-GlcpA-(1 e →4)-α-L-IdopA-(1 somam 22,7 mol% desta 
ulvana, enquanto as unidades oxidáveis com m-periodato de sódio →4)-β-D-GlcpA-(1; →4)-α-L-IdopA-
(1 e →4)-β-D-Xylp-(1 totalizam 35 mol%. Unidades de →4)-α-L-Rhap 3 e 2-substituídas-(1 somam 
aproximadamente 10 mol%, unidades monossacarídicas nas quais estão inseridos os pontos de 
ramificação, compostos por terminais não redutores de α-L-Rhap (1,5 mol%), α-L-Rhap 3-sulfato 
(2,0 mol%), β-D-Xylp (0,6 mol%), β-D-GlcpA (1,6 mol%), α-L-IdopA (0,9 mol%) e dissacarídeos →4)-α-
D-Gal 3-O-Me(1→4)-α-D-Gal (2,0 mol%) (ver TABELA 13, página 109). FONTE: O autor (2017). 
 
O item 7.5 (página 119) trata da otimização das reações de amidação dos 
ácidos urônicos, enquanto o item 7.7 (página 141) aborda a otimização da reação de 
aminação redutiva utilizada para a semissíntese de polissacarídeos híbridos através 
da inserção da fração dissacarídica Kb, obtida da kappa-carragenana, nas ulvanas-
amida funcionalizadas com as diaminas 1,3-diaminopropano e 1,6-diaminoexano. 
O item 7.9 (página 157) traz as condições da reação sequencial de oxidação-
aminação redutiva da ulvana. A semissíntese de polissacarídeos híbridos por meio da 
inserção da fração dissacarídica Kb, obtida da kappa-carragenana, nas ulvanas-amina 
funcionalizadas com as diaminas 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-diaminoexano 
(HMD) é abordada no item 7.11 (página 172). Adicionalmente, através de métodos 
químicos e espectroscópicos, também é discutida a caracterização química das 
modificações químicas realizadas nas ulvanas.  
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7.5 PROCESSO DE OTIMIZAÇÃO DA REAÇÃO DE AMIDAÇÃO DA ULVANA 
OBTIDA DE U. fasciata 
Os ácidos urônicos presentes na ulvana constituem os alvos da modificação 
química via amidação. Assim, a modificação dos grupos carboxílicos baseou-se na 
reação de amidação através da ativação das carboxilas via carbodiimida (Nakajima e 
Ikada, 1995; Bulpitt e Aeschlimann, 1999; Danishefsky e Siskovic, 1971). 
Diferentes tipos de carbodiimida podem ser utilizadas para ativar carboxilas, 
no entanto a N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDC) é mais utilizada em 
função de sua solubilidade em água (Schanté et al., 2011a). 
Reações de amidação ocorrem em uma larga faixa de pH (4,0-8,0), visto que 
podem ser utilizadas reações em pH 4,0 para hidrogéis de acrilamida (Nakajima e 
Ikada, 1995), em pH 7,5 para ácido hialurônico (Schanté et al., 2011b) e em pH 8,0 
para ácidos poliglucurônicos semissintéticos, resultantes da oxidação da celulose 
(Follain et al., 2008). 
Condições levemente ácidas são necessárias para promover a ionização 
inicial da carbodiimida, no entanto existem poucos sistemas tampão que não levam 
ácidos carboxílicos em sua composição (Mojarradi, 2010). Tampões compostos por 
ácidos carboxílicos, como acetato e citrato, podem produzir anidridos mistos com os 
reagentes e formar produtos indesejados e subprodutos (Sehgal e Vijay, 1994). 
A amidação do ácido hialurônico utilizando EDC, N-hidroxisuccinimida (NHS) 
e o aminoácido alanina foi conduzida em meio aquoso a temperatura ambiente por 
12 h (Schanté et al., 2011b). Destaca-se que as diaminas 1,3-diaminopropano e 1,6-
diaminoexano, selecionadas para amidação da ulvana obtida no presente trabalho, 
apresentaram pH entre 10 a 11 quando adicionadas ao meio reacional. 
Assim, com o intuito de evitar grandes variações de pH no momento da adição 
das diaminas, a amidação das ulvanas foi realizada em meio tamponado, de forma 
que as reações foram conduzidas em tampão ácido 2-(N-morfolino)-etanosulfônico 
(MES, pka 6,15) 0,2 mol.L-1. Ainda, para garantir a manutenção da temperatura, as 
reações foram conduzidas em banho termostatizado à 30 °C, tendo sido mantidas por 
3 h. A recuperação da ulvana foi realizada por meio de diálise da mistura reacional 
(MWCO 6-8 KDa). 
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7.5.1 Otimização da reação de amidação 
De forma geral, nas reações de amidação, o grupamento ácido carboxílico (1) 
pode ser ativado pela N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDC) e formar o 
intermediário instável O-acilisoureia (2), o qual pode sofrer rearranjo e formar o 
subproduto estável N-acilureia (3) ou, por meio do ataque nucleofílico de uma amina 
ou diamina, formar a ligação amida (5) (Khorana, 1953) (FIGURA 30). 
A adição de N-hidroxisuccinimida (NHS) ou 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) às 
reações de amidação, realizadas com EDC, previnem a formação do subproduto N-
acilureia (Bulpitt e Aeschlimann, 1999). A adição de NHS permite a formação do 
intermediário succinimidil éster (4), composto por um bom grupo retirante e mais 
estável que a O-acilisoureia (FIGURA 30). 
 
FIGURA 30 - ESQUEMA DO MECANISMO DE AMIDAÇÃO DA ULVANA VIA CARBODIIMIDA 
UTILIZANDO N-HIDROXISUCCINIMIDA (NHS) 
 
Fonte: O autor (2016). 
 
A modificação química das ulvanas por adição de grupos amino através da 
amidação não teve o objetivo de promover a amidação total dos ácidos urônicos, tendo 






A TABELA 16 mostra as condições empregadas para a otimização da reação 
de amidação da ulvana. As reações analíticas foram conduzidas com 50 mg de ulvana, 
utilizando 1,3-diaminopropano e avaliaram a influência do pH, bem como dos 
equivalentes de EDC e NHS na formação da ligação amida. 
As condições de amidação (TABELA 16) foram analisadas com auxílio dos 
dados de RMN de 1H, através da integração dos sinais em 3,05 ppm, referente, aos 
hidrogênios H3’ do substituinte N-(3’-aminopropil)-amida (FIGURA 35, página 127) e 
aos hidrogênios metilênicos do intermediário O-acilisoureia em 2,91 ppm (FIGURA 32 
e FIGURA 33, página 123). 
Na entrada 1 (TABELA 16), a reação foi realizada em pH 6,00, na presença 
de 20 meq. de diamina e 10 meq. de EDC, em relação aos grupos carboxílicos 
presentes na ulvana. Nestas condições, foi identificada apenas a formação do 
intermediário O-acilisoureia e do subproduto N-acilureia. 
 
TABELA 16 - OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES REACIONAIS PARA MODIFICAÇÃO QUÍMICA DA 








3,05 ppm a 
Intermediário 
O-acilisoureia 
2,91 ppm a 
Relação 
ᶴ 3,05 / ᶴ 2,91 
1 6,00 10 - 0 0,41 0 
2 6,00 4 - 0 0,41 0 
3 b 6,00 4 3 0,19 c 0,06 3,2 
4 6,00 4 3 0,13 0,06 2,2 
5 6,00 1 1 0,07 0,03 2,3 
6 5,40 4 3 0,13 0,07 1,8 
7 4,27 4 3 0,27 0,06 4,5 
8 4,27 4 5 0,43 0,03 14,3 
9 4,27 4 10 0,14 0,01 14,0 
10 4,75 4 5 0,78 0,04 19,5 
11 d 4,75 4 5 0,18 0,01 18,0 
12 4,75 7 3 0,35 0,07 5,0 
Relação entre a intensidade das integrações dos sinais em 3,05 e 2,91 ppm que representam o produto 
amida e o intermediário O-acilisoureia nos espectros de RMN de 1H. a Intensidades de integração 
relativas a região de H3 de α-L-ramnose 4,56-4,69 ppm com integração = 1. As integrações foram 
realizadas pelos espectros de RMN de 1H; b Reação realizada com a n-pentilamina; c Integração relativa 
ao sinal em 3,20 ppm da n-pentilamina, referente ao H1’ do grupo N-(pentil)-amida; d Adição da 1,3-
diaminopropano depois da adição de EDC e NHS. 
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Inoue e Nagasawa (1982) e Kuo e colaboradores (1991) descreveram a 
formação do intermediário O-acilisoureia e do subproduto N-acilureia após realizar 
modificações químicas via EDC em condroitin 6-sulfato, heparina ou ácido hialurônico. 
Os autores apresentaram dados de RMN de 1H e mostraram que há diferença entre 
os hidrogênios dos grupos -CH3 da extremidade N-etil da EDC na N-acilureia 
(1,09 ppm) e na O-acilisoureia (1,19 ppm). Além disso, o subproduto N-acilureia pode 
assumir duas formas isômeras (FIGURA 31). 
 















































Fonte: O autor (2017). 
 
O-Acilisoureia é descrito como um intermediário reativo, que ao reagir com a 
amina pode gerar o produto desejado ou sofrer rearranjo intramolecular e formar uma 
N-acilureia como subproduto. Geralmente, este subproduto é formado na ausência da 
amina ou em condições levemente básicas (Schanté et al., 2001a, Inoue e Nagasawa, 
1982 e Kuo et al., 1991). 
No espectro de RMN de 1H do produto da primeira reação de amidação 
empregando a ulvana F, EDC, 1,3-diaminopropano em tampão MES pH 6,0 (produto 
da entrada 1, TABELA 16) mostrado na FIGURA 32, foi observado um sinal intenso 
em 2,91 ppm, referente aos hidrogênios dos grupos N-metil da O-acilisoureia. 
Adicionalmente, o sinal centrado em 2,05 ppm foi atribuído aos hidrogênios 
metilênicos centrais da cadeia propil pertencente ao grupo N-(3-dimetilaminopropil) do 
intermediário O-acilisoureia (Inoue e Nagasawa, 1982; Kuo et al., 1991). As 
integrações do espectro de hidrogênio confirmaram as proporções entre os grupos N-
metil (6H) e o grupo metil (3H) da extremidade N-etil, bem como os hidrogênios 
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metilênicos (2H) assinalados em 3,19 e 2,05 ppm (ver estrutura representada no 
espectro de HSQC, FIGURA 33). 
 
FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DO PRODUTO DA REAÇÃO DE AMIDAÇÃO COM EDC: 
INTERMEDIÁRIO O-ACILISOUREIA E SUBPRODUTO N-ACILUREIA 
 
Espectro de RMN de 1H resultante do produto da reação de otimização (entrada 1, TABELA 16). 
Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor (2017). 
 
FIGURA 33 - ESPECTRO DE HSQC MOSTRANDO O INTERMEDIÁRIO DA REAÇÃO DE 
AMIDAÇÃO COM EDC: O-ACILISOUREIA 
 
 
Espectro de HSQC resultante do produto da reação de amidação (entrada 1, TABELA 16). 
Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor (2017). 
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Ainda, no espectro de RMN de 1H do produto da primeira reação de amidação 
(FIGURA 32) foi observado, em 1,08 ppm, um triplete referente aos hidrogênios 
metílicos (-CH3) da extremidade N-etil da N-acilureia, indicando a formação do 
subproduto de rearranjo com EDC (Inoue e Nagasawa, 1982 e Kuo et al., 1991). A 
integração dos sinais 1,19 (3H) e 1,08 (3H) ppm sugeriu uma proporção de 14:1 entre 
O-acilisoureia e N-acilureia, respectivamente. 
Adicionalmente, com auxílio dos espectros de HBMC (espectro não mostrado) 
e HSQC foram assinalados os outros carbonos e hidrogênios do intermediário O-
acilisoureia. No espectro de HSQC (FIGURA 33) são mostradas as correlações do 
intermediário O-acilisoureia. 
A formação do subproduto N-acilureia é favorecida quando a reação de 
amidação se utiliza de um excesso de carbodiimida em relação aos grupos carboxila 
(Swaisgood e Natake, 1973; Nakajima e Ikada, 1995). 
A partir desta observação e do resultado da reação da entrada 1, na entrada 
2 foram utilizados 2,5 vezes menos EDC. No entanto, em ambas as reações, 
conduzidas com 10 meq. ou 4 meq. de EDC, respectivamente, apenas intermediário 
O-acilisoureia e, provavelmente uma pequena quantidade de subproduto N-acilureia 
foram obtidos, pois apenas o sinal em 2,91 ppm foi encontrado nos espectros de RMN 
de 1H dos produtos das entradas 1 e 2, como mostra a TABELA 16. A caracterização 
do intermediário O-acilisoureia formado foi realizada de acordo com Inoue e 
Nagasawa (1982) e Kuo et al. (1991) (FIGURA 33). 
Tendo em vista a formação do intermediário O-acilisoureia e subproduto N-
acilureia nas primeiras condições de amidação (entradas 1 e 2, TABELA 16) e o 
possível mascaramento dos sinais do produto amida desejado, foi conduzida a reação 
de amidação com a n-pentilamina. A identificação deste produto amida foi facilitada 
pela presença do grupo –CH3 e pela cadeia carbônica com cinco carbonos, os quais 
apresentaram sinais e correlações distantes das encontradas para a ulvana. 
Durante as reações de amidação, além da possibilidade da formação do 
intermediário O-acilisoureia e do subproduto N-acilureia, o ataque nucleofílico que 
origina o produto amida resulta da competição entre água e amina. Desta forma, N-
hidroxisuccinimida (NHS) pode ser adicionada ao meio reacional com o intuito de 
promover a formação de um intermediário succinimidil éster, composto por um bom 
grupo retirante e mais estável que a O-acilisoureia. Assim, os grupos ativados pela 
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NHS são capazes de reagir com aminas, formar amidas e liberar NHS (FIGURA 30) 
(Staros et al., 1986; Sehgal e Vijay, 1994; Bulpitt e Aeschlimann, 1999). 
Assim, com o intuito de diminuir a formação de intermediário e fomentar a 
produção da amida, NHS foi adicionada às reações de amidação na presença da n-
pentilamina. Na TABELA 16, a entrada 3 mostra as condições da reação de amidação 
com a n-pentilamina na presença de NHS (3 meq.) e EDC (4 meq.). A partir desta 
reação pôde-se caracterizar a presença do produto N-(pentil)-amida e do intermediário 
O-acilisoureia (entrada 3, TABELA 16, FIGURA 34). 
 
FIGURA 34 - ESPECTRO DE HSQC DO PRODUTO DA REAÇÃO COM n-PENTILAMINA EM 
PRESENÇA DE EDC E NHS  
 
 
Espectro de HSQC resultante do produto da reação de otimização (entrada 3, TABELA 16). O símbolo 
* assinala O-acilisoureia. Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O 
autor (2017). 
 
A reação de amidação com a n-pentilamina (entrada 3, TABELA 16) foi 
conduzida na presença de N-hidroxisuccinimida (NHS) e o produto da reação foi 
caracterizado por RMN de 1H, HMBC (espectros não mostrados) e HSQC. O espectro 
de HSQC resultante do produto desta reação mostrou algumas correlações referentes 
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a O-acilisoureia, mas também mostrou as correlações da N-(pentil)-amida em 
40,7/3,28,3,20 ppm, como mostra o espectro da FIGURA 34, sugerindo que a n-
pentilamina foi ligada aos grupos carboxílicos da ulvana. 
Tendo em vista a formação de produto N-(pentil)-amida nas condições de 
amidação da entrada 3, a mesma condição de reação foi utilizada para amidação com 
a 1,3-diaminopropano (entrada 4, TABELA 16). As análises de HSQC do produto da 
reação da entrada 4 (FIGURA 35) possibilitaram identificar a formação do produto N-
(3’-aminopropil)-amida e avaliar as condições reacionais com maiores rendimentos 
em amida, a partir da integração dos sinais em 3,05 ppm, referente ao produto amida 
e em 2,91 ppm, referente ao intermediário O-acilisoureia (TABELA 16). 
O sinal em 3,05 ppm foi atribuído aos hidrogênios ligados ao C3’ do grupo N-
(3’-aminopropil)-amida. Este sinal difere dos assinalados para a diamina com ambas 
as extremidades livres, 3,15 ou 3,11 ppm, dependendo do pH, os quais estão 
apresentados na TABELA 17 e foram determinados através de experimentos de RMN 
de 1H e 13C (espectros não mostrados) da 1,3-diaminopropano livre, em condições de 
pH 7,0 e pH 11. 
 
TABELA 17 - ASSINALAMENTOS DO 1,3-DIAMINOPROPANO OBTIDOS POR ESPECTROSCOPIA 




pH 7  pH 11 
1H 13C  1H 13C 
–CH2CH2CH2– 3,15 (J 7,67) 37,6  3,11 (J 7,62) 38,5 
–CH2CH2CH2– 2,10 (J 7,67) 25,5  2,06 (J 7,87) 35,2 
 
Os espectros de RMN de 1H e HSCQ do produto da entrada 4 (TABELA 16) 
apresentaram correlações referentes a O-acilisoureia, mas permitiram identificar uma 
correlação nova em 3,05/38,4 ppm. Assim, com auxílio dos experimentos de RMN de 
1H e 13C da 1,3-diaminopropano livre (TABELA 17), o produto ulvana-amida foi 
identificado pela correlação em 3,05/38,4 ppm, a qual foi atribuída a C3’/H3’ do grupo 
N-(3’-aminopropil)-amida (FIGURA 35). 
Os espectros de COSY e HMBC (espectros não mostrados) da reação de 
amidação (entrada 4, TABELA 16) mostraram as correlações homonucleares em 
1,93/3,05 e 1,93/3,36 ppm, e heteronucleares em 1,93/38,4, 1,93/37,4, 3,05/27,7, 
3,05/37,4 e 3,36/27,7 ppm, as quais sugerem a presença do produto amida. Ao 
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metileno (C1’/H1’) do grupo N-(3’-aminopropil)-amida foi atribuída a correlação em 
3,36/37,4 ppm, enquanto o grupo -CH2- central da cadeia (C2’/H2’) foi identificado pela 
correlação em 1,93/27,7 ppm, como mostra o espectro de HSQC (FIGURA 35). Os 
assinalamentos de C1’/H1’ e C3’/H3’ estão de acordo com a literatura (Follain et al., 
2008; Bulpitt e Aeschlimann, 1999). 
 
FIGURA 35 - ESPECTRO DE HSQC DO PRODUTO DA REAÇÃO UTILIZANDO 1,3-
DIAMINOPROPANO EM PRESENÇA DE EDC E NHS  
 
Espectro de HSQC resultante do produto da reação da entrada 4 (TABELA 16). O símbolo * assinala o 
intermediário O-acilisoureia; Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: 
O autor (2017). 
 
Visando verificar o resultado da amidação em baixos equivalentes de EDC e 
NHS para reduzir o consumo de reagentes, a reação da entrada 5 foi realizada com 
1 meq. de EDC e de NHS. Nesta condição houve pouca conversão ao produto, como 
mostra o resultado da integração, correspondente a 0,07 (TABELA 16). 
Assim, destaca-se que a amidação da ulvana parece depender do uso de NHS 
e, portanto, formação do intermediário succinimidil éster. Tendo em vista que altos 
equivalentes de EDC não formaram produto (entrada 1, TABELA 16), e que baixos 
equivalentes de EDC, mesmo em presença de NHS (entrada 5, TABELA 16), levaram 
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a baixas conversões em produto, o valor de EDC foi fixado em 4 meq., enquanto o pH 
do meio reacional e os equivalentes de NHS foram alterados. 
As reações de amidação são muito sensíveis em função da dependência do 
pH, destacando-se que o pH ótimo para cada etapa é diferente. A ativação da 
carboxila pela EDC ocorre mais facilmente em meio ácido (pH 3,5 - 4,5) (Nakajima e 
Ikada, 1995), no entanto, decorrente da desprotonação da amina, a formação de 
amida ocorre de forma mais apropriada em pH mais alto. Adicionalmente, como 
demonstrado pelas reações das entradas 1 e 2 (TABELA 16), realizadas em pH 6, 
condições mais básicas podem desviar a formação de amida para a formação de O-
acilisoureia e N-acilureia. 
O meio reacional levemente ácido promove a protonação inicial da 
carbodiimida EDC levando a ativação dos grupos carboxila (Kurzer e Douraghi-Zadeh, 
1967). Assim, ao comparar a formação de produto em diferentes valores de pH 
(entradas 4, 6 e 7, TABELA 16) destaca-se que a reação de amidação da ulvana 
ocorreu de forma mais efetiva em pH ácido (pH 4,27, entrada 7, TABELA 16). 
Além da variação do pH do meio reacional, diferentes proporções de EDC e 
NHS também foram avaliadas. Ao comparar as entradas 7, 8 e 9 (TABELA 16), todas 
realizadas em pH 4,27, nota-se que o aumento de NHS em relação a EDC reduz a 
formação do intermediário O-acilisoureia (0,06, 0,03 e 0,01 para os miliequivalentes 
de NHS iguais a 3, 5 e 10, respectivamente). Adicionalmente, ao comparar as entradas 
8 e 9, verifica-se que ao dobrar os equivalentes de NHS (entrada 9), o rendimento de 
amida em relação aos intermediários permanece igual, numa relação de 14:1. 
Desta forma, a entrada 8, mostrou a melhor condição de conversão das 
carboxilas da ulvana em produto amida, por apresentar maior recuperação de produto 
e baixa formação de intermediário, como mostram, respectivamente, as integrações 
de produto amida e O-acilisoureia de 0,43 e 0,03 na TABELA 16.  
Adicionalmente, ainda foram testadas mais três condições reacionais em pH 
4,75 (entradas 10, 11 e 12, TABELA 16). Apesar da faixa de pH ótimo que indica maior 
reatividade da EDC em relação aos grupos carboxílicos ter sido determinada entre 3,5 
e 4,5 (Nakajima e Ikada, 1995), o pH de 4,75 reflete o pka das carboxilas, condição 
de equilíbrio entre as carboxilas protonadas e não protonadas. 
Assim, para comparar com a melhor condição de amidação da ulvana 
(entrada 8), a reação da entrada 10 foi realizada nas mesmas condições da entrada 8 
(TABELA 16). Observou-se que o produto da entrada 10 formou, praticamente, o 
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dobro de amida obtida na entrada 8, indicando que o pH 4,75 melhorou a reatividade 
das carboxilas e aumentou a taxa de amidação. 
Para comparar diferentes sequências reacionais, as mesmas condições das 
entradas 8 e 10 foram utilizadas na reação de amidação que consistiu na adição da 
1,3-diaminopropano após a adição de EDC e NHS. Esta ordem de adição dos 
reagentes segue a ordem realizada para a carboxirredução dos polissacarídeos 
(Taylor e Conrad, 1972). O resultado desta reação foi expresso pela entrada 11, 
demonstrando que a ordem de adição da diamina parece diminuir o rendimento do 
produto amida apesar de não influenciar a relação produto/intermediário (TABELA 16). 
Na entrada 12 (TABELA 16) foi testada a condição de amidação com 7 meq. 
de EDC para 3 meq. de NHS. O resultado desta reação mostrou que a reação de 
amidação da ulvana obteve menores rendimentos quando foi adicionada mais EDC 
do que NHS. Este resultado corroborou com o resultado obtido na entrada 5, 
mostrando que tanto em pH 4,27 quanto em pH 4,75, melhores resultados são obtidos 
com relações de NHS/EDC de pelo menos 1,25 (entradas 8, 10 e 11, TABELA 16). 
Destaca-se que não foram encontrados estudos acerca das melhores 
proporções entre EDC e NHS para aumentar o rendimento dos produtos amida em 
polissacarídeos. Desta forma, a modificação das carboxilas de ulvana via amidação, 
proposta no presente trabalho, constituiu uma novidade tanto em relação a utilização 
da ulvana para modificação, quanto em relação a otimização do processo de 
amidação em polissacarídeos. 
7.6 CARACTERIZAÇÃO DAS ULVANAS-AMIDA Fd5m, Fd3 e Fd6 
Lembrando que a modificação química das ulvanas via amidação não teve o 
objetivo de promover a amidação total dos ácidos urônicos, tendo em vista a 
importância dos mesmos para atividades biológicas, a partir da otimização da reação 
de amidação da ulvana, foi selecionada a condição da entrada 8 (TABELA 16) para 
as reações de amidação preparativas. 
As ulvanas-amida foram preparadas de acordo com a condição estabelecida 
em tampão MES (0,2 mol.L-1), pH inicial 4,27, utilizando 4 meq. de EDC, 5 meq. de 
NHS e 20 meq. das aminas n-pentilamina (Am), 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-
diaminoexano (HMD), originando as frações Fd5m, Fd3 e Fd6, respectivamente 
(FIGURA 9, página 56). 
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7.6.1 Análises químicas das frações Fd5m, Fd3 e Fd6 
As ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6 apresentaram boas taxas de recuperação 
após amidação e mostraram porcentagens de carboidratos totais, proteína e sulfato 
condizentes com a fração original F (TABELA 18), demonstrando que a reação de 
amidação não altera o grau de sulfatação do polímero.  
 
TABELA 18 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES NATIVA F E Fd5m, Fd3 e 
Fd6 OBTIDAS APÓS AMIDAÇÃO DA ULVANA DE U. fasciata 
Ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6, obtidas da amidação da ulvana com n-pentilamina, 1,3-
diaminopropano e 1,6-diaminoexano, respectivamente. a Recuperação em relação a massa de material 
submetido a modificação; b, c, d, e Determinações de acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), 
Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) e Lowry et al. (1951), respectivamente; f Análise 
elementar de N em g% (m/m); g Rotação óptica específica, determinada a 20 °C em solução aquosa 
0,2% (m/v); h Fração incluída para fins comparativos. 
 
Como esperado, os teores de ácidos urônicos mostraram-se reduzidos nas 
três reações preparativas (TABELA 18). As frações Fd5m, Fd3 e Fd6 apresentaram, 
respectivamente, redução de aproximadamente 37, 30 e 15% do conteúdo de ácidos 
urônicos em relação à fração original F. Este resultado comprova a modificação por 
amidação de parte dos grupos carboxílicos da ulvana. 
O aumento do conteúdo de nitrogênio nas frações modificadas sugere a 
amidação das ulvanas. Desta forma, as frações Fd3 e Fd6, as quais foram amidadas 
com 1,3-diaminopropano (DAP) e 1,6-diaminoexano (HMD), respectivamente, 
apresentaram maiores teores de nitrogênio quando comparadas a fração Fd5m, 
amidada com n-pentilamina (TABELA 18). 
Os valores de rotação óptica mostraram que a amidação não altera o caráter 
óptico das ulvanas (TABELA 18). 
7.6.2 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações Fd5m, Fd3 e Fd6 
As frações Fd5m, Fd3 e Fd6 apresentaram massas molares ponderais médias 














[α] D g 
(°) 
F h - 72,4 21,2 21,9 1,3 0,61 - 75,5 
Fd5m 76,4 70,5 24,7 13,8 1,6 1,08 - 80,3 
Fd3 83,4 73,3 23,4 15,4 1,3 1,77 - 77,9 
Fd6 88,2 71,0 23,6 18,7 0,9 1,77 - 79,4 
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(TABELA 19). O cromatograma de HPSEC-MALLS-RI da fração Fd3 (Ð = 1,9) mostrou 
um perfil semelhante ao da fração original F (FIGURA 36a e b), enquanto a fração Fd6 
(Ð = 1,6) (FIGURA 36c) mostrou atenuação do ombro a partir de 40 minutos de 
retenção (FIGURA 36a e c). A dispersão da fração Fd6 foi igual a 1,6 e corresponde 
a mesma dispersão da fração F original. O cromatograma da fração Fd5m detectado 
pelo IR mostrou um pico de base alargada de tempo de retenção igual a 38,42 
minutos, coincidente com o pico detectado pelo detector MALLS (90°). 
 
TABELA 19 - VALORES DE MASSA MOLAR PONDERAL MÉDIA (Mw) RELATIVA E 
ESTIMADA POR HPSEC-MALLS-RI, MASSSA MOLAR NUMÉRICA MÉDIA (Mn) ESTIMADA POR 
HPSEC-MALLS-RI E DISPERSÃO (Ð) DAS FRAÇÕES F, Fd3, Fd6 e Fd5m 
a Massas molares ponderais médias (Mw) relativas à regressão linear realizada com galactanas 
sulfatadas obtidas por Colodi, 2011; b Valores de massa molar ponderal média (Mw) e massa molar 
numérica média (Mn) estimadas por HPSEC-MALLS-RI por meio do Software ASTRA; c Valores de 
dispersão calculados pela relação entre os valores de Mw e Mn estimados por HPSEC-MALLS-RI. 
 
Assim como na fração original F, a ulvana-amida Fd5m conservou o perfil de 
RI, identificado pela expansão do pico principal em ~43 minutos (FIGURA 36a e d). A 
fração Fd5m apresentou dispersão de 1,4, menor que a calculada para a fração 
original F (Ð = 1,6). 
É importante destacar que não houve aumento das massas molares 
ponderais médias (Mw) relativas estimadas para as ulvanas modificadas quando 
comparadas à ulvana nativa F. Este resultado mostra-se muito positivo, pois 
demonstra que não houve a formação de interações ou ligações (crosslinking) entre 
as cadeias polissacarídicas das ulvanas modificadas, de maneira que as reações de 
amidação conduzidas no presente trabalho produziram ulvanas funcionalizadas com 




Mw relativa a 
(g.mol-1) 
Mw estimada b 
(g.mol-1) 
Mn estimada b 
(g.mol-1) 
Dispersão (Ð) c 
(Mw/Mn) 
F 211.755 558.300 349.900 1,6 
Fd3 208.117 458.900 244.700 1,9 
Fd6 202.287 348.100 223.300 1,6 
Fd5m 201.029 340.090 238.000 1,4 
132 
FIGURA 36 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DA ULVANA NATIVA F ISOLADA DE U. 
fasciata E DAS ULVANAS-AMIDA Fd3, Fd6 e Fd5m 
 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min). Frações a) F, b) Fd3, c) Fd6 e d) Fd5m. FONTE: O autor 
(2017). 
 
7.6.3 Espectroscopia de RMN das frações Fd5m, Fd3 e Fd6 
A fração F foi submetida a reação de amidação em presença de n-pentilamina 
(Am) originando a fração Fd5m. O espectro de RMN de 1H da fração Fd5m (FIGURA 
37) mostrou os hidrogênios do grupo N-metil do intermediário da amidação via EDC, 
identificados pelo sinal em 2,91 ppm, além do sinal centrado em 3,20 ppm referente 
aos hidrogênios H1’ do grupo N-(pentil)-amida. Os hidrogênios metilênicos da cadeia 
alquila foram identificados pelos sinais em 1,53, 1,31 e 0,87 ppm, os quais se 
sobrepõem ao sinal em 1,30 ppm, referente aos hidrogênios dos grupos -CH3 das 












FIGURA 37 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DA FRAÇÃO Fd5m 
 
Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor (2017). 
 
A análise do espectro de HSQC da fração Fd5m (FIGURA 38) confirmou a 
presença da correlação em 40,7/3,27, 3,20 ppm, referente a C1’/H1’ do grupo N-
(pentil)-amida (FIGURA 38c). Adicionalmente, a região anomérica do espectro de 
HSCQ da fração Fd5m (FIGURA 38) permitiu identificar uma nova correlação, em 
101,2/4,69 ppm, a qual foi atribuída ao C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato 
ligadas às unidades de ácido β-D-glucurônico modificadas (FIGURA 38b). Ainda, 
pôde-se observar um deslocamento da correlação referente às unidades de ácido β-
D-glucurônico, em 104,3/4,69 ppm, a qual foi atribuída ao C1/H1 das unidades de 
ácido β-D-glucurônico modificadas. 
Nenhuma das correlações novas encontradas para Fd5m foi detectada nas 
frações polissacarídicas das entradas 1 e 2 (TABELA 16) obtidas durante a otimização 
e que apresentaram apenas intermediário O-acilisoureia e subproduto N-acilureia. 
Tendo em vista o aparecimento da correlação em 101,2/4,69 ppm, a 
amidação dos grupos carboxílicos das unidades de ácido β-D-glucurônico com a n-
pentilamina parece influenciar as unidades de α-L-ramnose 3-sulfato aos quais estão 
ligados. No entanto, não foi identificado deslocamento da correlação em 
102,0/4,90 ppm, atribuída aos C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas 
ao ácido α-L-idurônico, o qual parece sofrer um discreto deslocamento em C1/H1, de 








a) Espectro de HSQC da fração Fd5m obtida da amidação da fração polissacarídica F da alga verde 
U. fasciata submetida a amidação com n-pentilamina (solvente D2O, 30 °C); b) inserto do espectro de 
HSQC da fração Fd5m referente a região anomérica (C1/H1) (solvente D2O, 70 °C); c) inserto do 
espectro de HSQC da fração Fd5m referente a região de identificação do produto ulvana N-(pentil)-
amida (solvente D2O, 30 °C); intermediário O-acilisoureia (*). Padrão interno acetona (31,45 e 









Região de identificação 







Na região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC da fração Fd5m (região 
não mostrada) não foram detectadas novas correlações, no entanto, observou-se o 
alargamento das correlações referentes aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5, das 
unidades de ácido β-D-glucurônico, bem como para C2/H2, C3/H3 e C4/H4 das 
unidades de ácido α-L-idurônico. 
A fração Fd3 foi obtida a partir da reação de amidação da fração F em 
presença de 1,3-diaminopropano (DAP). O espectro de HSQC da fração Fd3 (FIGURA 
39) apresentou a correlação em 38,3/3,03 ppm, referente a C3’/H3’ do grupo N-(3’-
aminopropil)-amida ligado à ulvana (FIGURA 39c). 
A região anomérica do espectro de HSQC da fração Fd3 (FIGURA 39b) 
também apresentou uma correlação nova em 101,1/4,72 ppm, a qual foi atribuída ao 
C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas às unidades de ácido β-D-
glucurônico modificadas pela amidação com DAP. 
Tanto para a fração Fd3 quanto para a Fd5m as novas correlações 
mantiveram o valor de deslocamento do C1 e variaram no deslocamento de H1 das 
unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas às unidades de ácido β-D-glucurônico 
modificadas. Para as frações Fd3 e Fd5m, respectivamente, estes deslocamentos 
diferem para menos 0,11 e 0,14 ppm em relação à fração original F, a qual apresenta, 
em 4,83 ppm, o H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas às unidades de 
ácido β-D-glucurônico (ver FIGURA 28, TABELA 15). 
A fração Fd3 também mostrou um deslocamento da correlação referente às 
unidades de ácido β-D-glucurônico, em 104,1/4,71 ppm, a qual foi atribuída ao C1/H1 
das unidades de ácido β-D-glucurônico modificadas com DAP (FIGURA 39b). As 
unidades de ácido α-L-idurônico parecem não ter sofrido deslocamento em C1/H1, 
permanecendo a correlação em 104,0/5,11 ppm (FIGURA 39b). 
A região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC da fração Fd3 (FIGURA 39) 
não apresentou alterações nas correlações dos carbonos e hidrogênios das unidades 
de ácido α-L-idurônico. No entanto, foi identificada uma correlação nova em 
75,5/3,95 ppm, à qual foi atribuída aos C5/H5 das unidades de ácido β-D-glucurônico, 
tendo em vista o desaparecimento do sinal em 77,0/3,82 ppm (ver TABELA 15). Ainda 
foram identificadas as correlações em 79,8/3,69, 74,7/3,64 e 74,5/3,80 ppm, às quais 









a) Espectro de HSQC da fração Fd3 obtida da amidação da fração polissacarídica F da alga verde U. 
fasciata submetida a amidação com 1,3-diaminopropano (solvente D2O, 30 °C); b) inserto do espectro 
de HSQC da fração Fd3 referente a região anomérica (C1/H1) (solvente D2O, 70 °C); c) inserto do 
espectro de HSQC da fração Fd3 referente a região de identificação do produto ulvana N-(3’-
aminopropil)-amida (solvente D2O, 30 °C); intermediário O-acilisoureia (*). Padrão interno acetona 









Região de identificação 




A fração F foi submetida a reação de amidação em presença de 1,6-
diaminoexano (HMD) originando a fração Fd6. O espectro de RMN de 1H da fração 
Fd6 (FIGURA 40) mostrou os hidrogênios do grupo N-metil do intermediário O-
acilisoureia, identificado pelo sinal em 2,91 ppm, além do sinal centrado em 3,01 ppm 
referente aos hidrogênios metilênicos H6’ do grupo N-(6’-aminohexil)-amida ligado à 
ulvana. 
Os carbonos e hidrogênios do grupo N-(6’-aminohexil)-amida foram 
identificados pelas correlações em (1’) 40,5/3,27, (2’) 29,0/1,55, (3’) 26,5/1,38, (4’) 
26,4/1,43, (5’) 27,7/1,69 e (6’) 40,7/3,01 ppm presentes no espectro de HSQC da 
fração Fd6 (FIGURA 41b). 
 
FIGURA 40 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DA FRAÇÃO Fd6 
 
Solvente: D2O, 30 °C; padrão interno acetona (*) (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor (2017). 
 
Assim como as frações Fd5m e Fd3, a região anomérica do espectro de 
HSQC da fração Fd6 também apresentou uma correlação nova em 101,1/4,69 ppm, 
a qual foi atribuída ao C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas às 
unidades de ácido β-D-glucurônico modificadas pela amidação com HMD, 
apresentando também a diferença de menos 0,11 ppm em relação à fração original F, 
como a fração Fd5m. Esta diferença de menos 0,11 ppm pode estar relacionada às 
aminas substituintes, posto que estas apresentam tamanhos similares. A fração Fd6 
também mostrou um deslocamento da correlação referente às unidades de ácido β-
D-glucurônico, em 104,3/4,70 ppm, a qual foi atribuída ao C1/H1 das unidades de 








a) Espectro de HSQC da fração Fd6 obtida da amidação da fração polissacarídica F em presença de 
1,6-diaminoexano; b) inserto da região do espectro de HSQC da fração Fd6 que identifica o grupo N-
(6’-aminohexil)-amida. Correlação em 44,1/2,91 referente ao intermediário O-acilisoureia (*). Solvente: 




































Região de identificação 





A região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC da fração Fd6 (FIGURA 
41a), assim como na fração Fd5m, mostrou o alargamento das correlações referentes 
aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5, das unidades de ácido β-D-glucurônico, bem como 
para C2/H2, C3/H3 e C4/H4 das unidades de ácido α-L-idurônico. 
A FIGURA 42 mostra as integrações para a região de 3,3 a 2,8 ppm dos 
hidrogênios do grupo N-metil do intermediário O-acilisoureia, identificados pelo sinal 
em 2,91 ppm, em relação aos hidrogênios metilênicos (-CH2-) da cadeia N-alquil 
amida ligada à ulvana em 3,20, 3,03 e 3,01 ppm, respectivamente, para as frações 
Fd5m, Fd3 e Fd6. 
 
FIGURA 42 - INTEGRAÇÕES DOS ESPECTROS DE RMN DE 1H DAS FRAÇÕES Fd5m, Fd3 E Fd6 
 
Integrações para a região de 3,3 a 2,8 ppm dos espectros de RMN de H1 das frações Fd5m, Fd3 e 
Fd6. Solvente: D2O, 70 e 30 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor (2017). 
 
Estas integrações das ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6, produzidas em escala 
preparativa, mostraram que a condição otimizada para a reação com a DAP foi 
reproduzida na reação de amidação preparativa (relação produto/intermediários igual 
a 14). No entanto, os produtos das reações de amidação preparativas, as quais foram 
conduzidas com a n-pentilamina e com a 1,6-diaminoexano, mostraram relações 
diferenciadas entre os produtos amida e o intermediário O-acilisoureia. 
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As integrações da FIGURA 42 mostraram que as frações Fd5m e Fd6 
apresentaram, respectivamente, relações de 6,5 e 27 unidades amidadas para uma 
unidade na forma de intermediário reacional. Estes dados demonstraram que as 
diferentes aminas interagem de formas diferenciadas com o polissacarídeo e para se 
obter elevados graus de substituição, a otimização deve ser realizada para cada tipo 
de amina a ser utilizada. 
Uma estimativa da formação dos produtos amida nas unidades de ácido β-D-
glucurônico pôde ser realizada através da integração dos espectros de HSCQ das 
frações Fd5m, Fd3 e Fd6. Assim, como mostra a FIGURA 43, as correlações 
referentes as unidades de α-L-ramnose 3-sulfato das díades do tipo U3S (A, calibradas 
para 1), A3S (B) e ligadas a ácido β-D-glucurônico amida (C) foram integradas e as 
áreas resultantes de B e C foram relacionadas, demostrando as porcentagens de 
amidação das unidades de ácido β-D-glucurônico. 
 
FIGURA 43 - INSERTO DA REGIÃO ANOMÉRICA DO ESPECTRO DE HSQC DA FRAÇÃO Fd3  
 
 
Integração das correlações anoméricas do espectro de HSCQ da fração Fd3 utilizada para estimar a 
formação dos produtos amida nas unidades de ácido β-D-glucurônico: áreas A, B e C referem-se a 
unidades de α-L-ramnose 3-sulfato das díades do tipo U3S, A3S e ligadas a ácido β-D-glucurônico amida, 
respectivamente. Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). Fonte: O autor 
(2017). 
 
As relações de integração indicaram 37, 46 e 20% de amidação para as 
frações Fd5m, Fd3 e Fd6, respectivamente. Estas estimativas acompanharam as 




Estas ulvanas-amida inéditas Fd3 e Fd6 foram submetidas a reações de 
aminação redutiva na presença da kappa-carrabiose (fração Kb, FIGURA 20, página 
90), com o intuito de demonstrar a reatividade dos grupos amino livres inseridos nas 
ulvanas via amidação. Desta forma foram obtidos polissacarídeos híbridos compostos 
por ulvana e dissacarídeos de kappa-carragenana. 
A seguir são abordados os dados de otimização da reação de aminação 
redutiva para a fração Fd3 em presença da kappa-carrabiose (Kb). 
7.7 SEMISSÍNTESE DE POLISSACARÍDEOS HÍBRIDOS A PARTIR DAS 
ULVANAS-AMIDA Fd3 E Fd6 
Posteriormente à inserção de grupos amina nas ulvanas por meio de 
amidação via EDC, a semissíntese dos polissacarídeos híbridos (7) foi realizada por 
meio de reação de aminação redutiva em presença das ulvanas-amidas, Fd3 e Fd6 
(5), kappa-carrabiose (fração Kb) (6) e agente redutor (FIGURA 44). 
Os grupos amina livres inseridos nas ulvanas Fd3 e Fd6 correspondem a 
aminas primárias e atuam como nucleófilos ao reagir com os carbonos carbonílicos 
da kappa-carrabiose presente na fração Kb, podendo formar uma amina secundária 
via intermediários hemiaminal (aminoálcool) ou imina e íon imínio. Os íons imínio, em 
presença de agente redutor, sofrem transferência de íons hidreto e são reduzidos, 
formando uma nova ligação C-N, a qual constitui a ligação covalente entre a fração 
Kb e a ulvana-amida (Abdel-Magid et al., 1996; Solomons e Fryhle, 2002). 
As reações de aminação redutiva podem ser realizadas em meio aquoso 
(Yalpani, 1980), no entanto, segundo Borch e colaboradores (1971), podem levar a 
rendimentos menores que em metanol. Adicionalmente, a formação do íon imínio é 
facilitada em presença de metanol (Abdel-Magid et al., 1996). Portanto, as reações de 
otimização incluíram ensaios com metanol, misturas metanol/água e apenas água 
(TABELA 20). 
Destaca-se que todas as misturas submetidas a reação de aminação redutiva 
permaneceram sob agitação por 5 a 7 h previamente à adição do agente redutor. O 
cianoboroidreto de sódio (NaBH3CN) foi selecionado como agente redutor por ser 
estável em pH ácido, além de ser brando, apresentando certa quimiosseletividade em 
relação a aldeídos e iminas, o que oferece maior eficiência nas reações de aminação 
redutiva (Abdel-Magid et al., 1996; Borch e Durst, 1969). 
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Após a adição de NaBH3CN, os meios reacionais tiveram o pH inicial ajustado 
para 5,0, quando necessário, e permaneceram sob agitação por 15 h a 55 °C. Os 
polissacarídeos resultantes foram dialisados contra água destilada (entrada 1, 
TABELA 20) ou sequencialmente contra água destilada, NaCl 1 mol.L-1 e água 
destilada, tendo sido liofilizados e analisados por RMN. 
 




Fonte: O autor (2017). 
 
7.7.1 Otimização da reação de aminação-redutiva 
A primeira reação de aminação redutiva foi realizada a partir de uma porção 
da fração Fd3 solubilizada em metanol (0,7 g%), adição de 1 meq. de Kb, 1,5 meq. de 
AcOH, 2,5 meq. de NaBH3CN a 55 °C por 15 h (entrada 1, TABELA 20). Antes da 
adição de AcOH e NaBH3CN o meio reacional permaneceu de 5 a 7 h sob agitação a 
temperatura ambiente. Ao início da reação o pH foi igual a 5,0. Após as 15 h a 55 °C, 
R2 = (-CH2-)3 para Fd3 
        (-CH2-)6 para Fd6 
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o polissacarídeo foi recuperado por diálise (MWCO 6-8 KDa) apenas contra água 
destilada. 
O conteúdo eluído pela diálise, apresentou-se positivo para teste de 
carboidrato com fenol-ácido sulfúrico, foi recuperado e analisado por RMN. O pH da 
solução polissacarídica resultante após dialise e liofilização foi igual a 4, enquanto o 
pH do conteúdo eluído pela diálise e liofilizado foi 8,5. 
Regiões dos espectros de HSQC, da fração retida (R) e eluída da diálise (E), 
realizados a 30 e 70 °C, respectivamente, são apresentadas na FIGURA 45. 
A fração E, eluída por diálise, mostrou correlações similares a kappa-
carrabiose presente na fração Kb, exceto pelas correlações em 88,2/4,16 e 
84,7/3,90 ppm, que foram atribuídas respectivamente a C4/H4 e C3/H3 das unidades 
de 3,6-anidro-D-galactitol, indicando a redução da kappa-carrabiose ao seu derivado 
alditol (kappa-carrabiitol) (FIGURA 45). 
 
FIGURA 45 - INSERTOS DOS ESPECTROS DE HSQC DAS FRAÇÕES R E E OBTIDAS DA 
DIÁLISE DO PRODUTO DA REAÇÃO DE AMINAÇÃO REDUTIVA COM AS FRAÇÕES ULVANA-
AMIDA Fd3 E KAPPA-CARRABIOSE Kb 
 
 
Insertos dos espectros de HSQC das frações R (retida) e E (eluída) obtidas da diálise do produto da 
reação de aminação redutiva com as frações ulvana-amida Fd3 e kappa-carrabiose Kb (entrada 1, 










A fração R, retida na diálise, apresentou as correlações da ulvana Fd3, bem 
como as correlações indicando a presença de unidades de β-D-galactose 4-sulfato 
proveniente do dissacarídeo da fração Kb (região não mostrada). As correlações em 
46,6/3,14 e 51,1/3,27, 3,21 ppm, destacadas na FIGURA 45, foram atribuídas, 
respectivamente, aos carbonos e hidrogênios metilênicos da extremidade C3’/H3’ do 
grupo N-(3’-aminopropil)-amida substituído e C1/H1,1’ das unidades de 3,6-anidro-D-
galactose, indicando a ligação da ulvana ao dissacarídeo derivado de kappa-
carragenana. No entanto, a correlação em 38,3/3,03 ppm de C3’/H3’ do grupo N-(3’-
aminopropil)-amida não substituído ainda se mostrou presente, indicando a presença 
de extremidades livres de amina capazes de ligar mais dissacarídeos redutores Kb. 
A presença de oligossacarídeo Kb reduzido na fração eluída E e extremidades 
de amina livres na ulvana, recuperada na fração R, demonstrou que as condições de 
aminação redutiva poderiam ser aprimoradas para ligar mais Kb. Desta forma, 
seguiram-se as reações de aminação redutiva para otimizar a ligação de Kb à ulvana-
amida Fd3 (TABELA 20). 
A partir dos espectros de RMN de 1H dos polissacarídeos obtidos nos ensaios 
de aminação redutiva foram realizadas as integrações dos sinais em 3,14 e 3,05 ppm, 
os quais permitiram quantificar a proporção entre as extremidades de amina ligadas 
ao oligossacarídeo Kb e livres, respectivamente (TABELA 20). 
A baixa relação de ligação entre Kb e Fd3 da entrada 1 (0,30) (TABELA 20) 
foi atribuída à baixa solubilidade das frações Fd3 e Kb em metanol. Desta forma, a 
reação de aminação redutiva da entrada 2 foi conduzida em uma mistura 
água/metanol (1:3), tendo sido aumentados também os equivalentes de Kb (3 meq.) 
e NaBH4CN (5 meq.). 
A adição de água ao meio reacional melhorou a solubilização de Fd3 e Kb. A 
adição de maiores equivalentes de Kb e NaBH4CN foram positivos. Nestas condições, 
a relação de integração de 1,66 sugere que, aproximadamente, para cada 8 grupos 
amino da ulvana, 5 estão ligados à Kb (TABELA 20). 
Borch e colaboradores (1971) afirmam que o pH ótimo para aminação redutiva 
é entre 6 a 8, mas que ela ocorre em pH entre 4 a 10, contanto que exista quantidade 
suficiente de hidrogênios para a formação do íon imínio. Segundo estes autores, a 




Adicionalmente, o grupo carbonílico compete com o intermediário imínio pela 
protonação e subsequentemente pelo hidreto na etapa de redução. Isto leva à redução 
do grupo carbonila e do agente redutor. Assim, sugere-se a adição de AcOH ao meio 
reacional (Abdel-Magid et al., 1996).  
 
TABELA 20 - OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES REACIONAIS DE AMINAÇÃO REDUTIVA COM AS 





Meio reacional b 





Aminação  redutiva  Relação c 
ᶴ 3,14 / ᶴ 3,05 
Relação d 
(%) pHinicial pHfinal 
1 1 0:1 1,5 2,5 5,0 5,5 0,30 23 
2 3 1:3 - 5 5,0 6,0 1,66 62 
3 3 1:3 20 10 5,0 4,5 7,11 88 
4 1,5 1:3 6 5 5,0 5,0 1,20 54 
5 8 1:1 1,5 2,5 5,0 5,5 7,13 88 
6 8 1:1 3 5 5,0 5,5 6,46 87 
7 8 1:0 1,5 2,5 5,0 5,0 2,60 72 
8 8 1:0 3 2,5 5,0 5,0 6,38 86 
9 8 1:0 1,5 5 5,0 7,0 7,64 88 
a Equivalentes calculados em relação ao conteúdo de ácido urônico da ulvana F; b Proporções entre 
H2O e metanol do meio reacional; c Relação entre a intensidade das integrações dos sinais 3,14 e 
3,05 ppm no espectro de RMN de 1H, referentes, respectivamente, aos hidrogênios do grupo -CH2- 3’-
ligado ao dissacarídeo (produto aminado) e livre; d Relação de integração representada em 
porcentagem de extremidades -CH2- ligadas ao dissacarídeo (produto aminado). 
 
Desta forma, na entrada 3, foram adicionados 20 meq. de AcOH e os 
equivalentes de NaBH4CN foram dobrados. Koshida e colaboradores (2001) utilizaram 
20 eq. de NaBH4CN no processo de aminação de oligossacarídeos sulfatados. As 
condições reacionais da entrada 3 elevaram o rendimento de ligação de Kb à Fd3 em 
42% em relação à entrada 2 (TABELA 20). 
Na reação da entrada 4, foi verificada a possibilidade de diminuição do uso de 
Kb e NaBH4CN, reduzindo-os pela metade, enquanto AcOH foi reduzido em 3,3 vezes. 
A grande diminuição de ligação de Kb à Fd3, observada para esta condição, foi 
atribuída a diminuição dos equivalentes de Kb (TABELA 20). 
As reações de aminação redutiva, geralmente, são conduzidas com excesso 
de amina de pelo menos 5 vezes (Borch et al., 1971). No entanto, a condição de 
aminação redutiva entre Fd3 e Kb inclui características especiais, pois os grupos 
amino estão ligados à ulvana, o que pode reduzir sua mobilidade no meio reacional, 
de forma que quanto mais Kb, maiores as chances de ocorrer o ataque nucleofílico. 
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Assim, para avaliar o meio reacional com maior proporção de água e 
reduzidos equivalentes de AcOH e NaBH4CN, optou-se por utilizar 2,7 vezes mais Kb 
que na entrada 3, de maior rendimento (entrada 5, TABELA 20). Desta forma fixaram-
se os equivalentes de Kb em 8 meq. para todos os ensaios posteriores. 
A reação de aminação redutiva utilizada na entrada 5 foi conduzida em meio 
reacional de água/metanol na proporção de 1:1, com 8 meq. de Kb e quantidades de 
AcOH e NaBH4CN diminuídas. Assim, com a obtenção de aproximadamente 88% de 
adição aos grupos amino, pela entrada 5, verificou-se que mesmo diminuindo a 
proporção de metanol no meio reacional houve aminação redutiva em quantidade 
semelhante à condição da entrada 3. Observou-se também que, para esta condição, 
a utilização de maiores equivalentes de AcOH e NaBH4CN não aumentou a proporção 
de ligação de Kb à Fd3 (entrada 6). Assim, em água/metanol na proporção de 1:1, 
sugere-se a utilização dos menores equivalentes de AcOH e NaBH4CN para obter 
taxas semelhantes de ligação de Kb à Fd3 (entradas 5 e 6, TABELA 20). 
As taxas de aminação redutiva em meio aquoso foram analisadas pelas 
reações das entradas 7, 8 e 9. Primeiramente, na entrada 7, a reação de aminação 
redutiva foi reproduzida em água com os mesmos equivalentes reacionais utilizados 
na reação da entrada 5 e verificou-se uma redução de ~20% na taxa de aminação (88 
para 72%). As condições reacionais das entradas 8 e 9, avaliaram o aumento de AcOH 
e NaBH4CN, respectivamente, demonstrando que em meio aquoso, com 8 meq. de 
Kb, 1,5 meq. de AcOH e 5 meq. de redutor, é possível reproduzir os maiores 
rendimentos obtidos para os meios com metanol (entradas 3, 5 e 9, TABELA 20). 
Desta forma, a condição de aminação redutiva em meio aquoso, referente a 
entrada 9 da TABELA 20, foi utilizada nas reações preparativas para obtenção dos 
polissacarídeos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb. 
Destaca-se ainda que as reações de otimização avaliadas revelaram três 
condições ótimas de aminação redutiva (entradas 3, 5 e 9) em meios reacionais de 
composições diferentes, aquoso (entrada 9) ou misturas água/metanol 1:1 (entrada 5) 
e 1:3 (entrada 3) (TABELA 20). Esta observação é importante porque sugere que 
diferentes compostos redutores, mesmo que apresentem características químicas e 




7.8 CARACTERIZAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS HÍBRIDOS Fd3-Kb E Fd6-Kb 
Os polissacarídeos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb foram semissintetizados a partir 
das condições de aminação redutiva otimizadas para o meio aquoso (TABELA 20). As 
reações de aminação redutiva foram conduzidas, separadamente, em água com as 
ulvanas-amida Fd3 e Fd6, 8 meq. de kappa-carrabiose (Kb), 1,5 meq. de AcOH e 
5 meq. de NaBH3CN, em pH inicial igual a 5,0, sob agitação a 55 °C por 15 h. As 
misturas reacionais foram dialisadas e os polissacarídeos híbridos foram recuperados 
após liofilização, resultando nas frações Fd3-Kb e Fd6-Kb. 
7.8.1 Análises químicas das frações Fd3-Kb e Fd6-Kb 
Os polissacarídeos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb mostraram recuperação de 
massa acima de 100%, o que condiz com a adição de kappa-carrabiose às ulvanas-
amida Fd3 e Fd6 (TABELA 21). Ainda, as análises de carboidratos totais, proteínas e 
sulfato mostraram que o processo de aminação redutiva não promoveu degradação 
dos polímeros e manteve o grau de sulfatação dos mesmos (TABELA 21). 
 
TABELA 21 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES HÍBRIDAS Fd3-Kb e Fd6-
Kb OBTIDAS DAS ULVANAS AMIDA DE U. fasciata E DA KAPPA-CARRABIOSE DE K. alvarezii 
a Recuperação em relação a massa de material submetido a modificação; b, c, d, e Determinações de 
acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) 
e Lowry et al. (1951), respectivamente; f Análise elementar de N em g% (m/m); g Rotação óptica 
específica, determinada a 20 °C em solução aquosa 0,2% (m/v); h Fração incluída para fins 
comparativos. 
 
A adição da kappa-carrabiose, às ulvanas Fd3 e Fd6, não alterou a 
porcentagem de sulfato dos polissacarídeos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb, pois a 
dosagem de sulfato considera a porcentagem de grupos sulfato em massa de 
polímero. Assim, a adição dos dissacarídeos também aumentou a massa a ser 














[α] D g 
(°) 
Fd3 h 83,4 73,3 23,4 15,4 1,3 1,77 - 77,9 
Fd3-Kb 140,2 65,7 21,9 12,4 2,7 1,56 - 53,7 
Fd6 h 88,2 71,0 23,6 18,7 0,9 1,77 - 79,4 
Fd6-Kb 129,5 69,2 21,7 15,3 1,9 1,16 - 59,4 
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em C4 da unidade β-D-galactopiranose, as frações híbridas resultaram na mesma 
proporção de sulfato anterior à adição de Kb (TABELA 21). 
Da mesma forma que não houve aumento na porcentagem de sulfato para as 
frações Fd3-Kb e Fd6-Kb em relação às frações originais Fd3 e Fd6, os conteúdos de 
ácidos urônicos foram muito discretamente diminuídos para as frações híbridas. Pois, 
sem haver aumento do conteúdo de ácidos urônicos, o aumento da massa 
correspondeu à diminuição de, aproximadamente, três pontos percentuais de ácidos 
urônicos para as frações híbridas Fd3-Kb e Fd6-Kb (TABELA 21). A porcentagem de 
nitrogênio dos polissacarídeos híbridos Fd3-Kb e Fd6-Kb, também se encontrou 
reduzida em função da adição de massa aos polímeros originais Fd3 e Fd6. 
Os polissacarídeos híbridos semissintetizados por aminação redutiva são 
compostos por moléculas de propriedades ópticas opostas. As ulvanas apresentam 
rotação óptica específica negativa, enquanto os oligossacarídeos de kappa-
carragenana mostram valores positivos de rotação óptica. Portanto, observou-se a 
diminuição dos valores absolutos de rotação óptica específica para os polissacarídeos 
híbridos, de forma que estes valores intermediários corroboraram para confirmar a 
ligação de Kb aos grupos amino livres presentes nas frações Fd3 e Fd6 (TABELA 18). 
7.8.2 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações Fd3-Kb e Fd6-Kb 
As análises das frações Fd3-Kb e Fd6-Kb por HPSEC-MALLS-RI permitiram 
estimar os valores de massas molares ponderais médias (Mw) relativas para os 
polissacarídeos híbridos (TABELA 22) por meio da curva de calibração com 
galactanas sulfatadas (página 65). No entanto, de acordo com os valores de Mw 
relativos, não houve aumento na massa das frações Fd3-Kb e Fd6-Kb em relação às 
frações originais Fd3 e Fd6. Os valores de Mw foram estimados em 206.393 e 
199.971 g.mol-1 para Fd3-Kb e Fd6-Kb, respectivamente (TABELA 22). 
A ulvana-amida híbrida Fd3-Kb apresentou, pelo detector RI, um perfil 
cromatográfico de base bastante alargada que apresentou detecção por MALLS (90°) 
condizente com as frações originais F e Fd3 (FIGURA 46a e b). A dispersão da fração 





TABELA 22 - VALORES DE MASSA MOLAR PONDERAL MÉDIA (Mw) RELATIVA E ESTIMADA 
POR HPSEC-MALLS-RI, MASSSA MOLAR NUMÉRICA MÉDIA (Mn) ESTIMADA POR HPSEC-
MALLS-RI E DISPERSÃO (Ð) DAS FRAÇÕES Fd3, Fd6, Fd3-Kb e Fd6-Kb 
a Massas molares ponderais médias (Mw) relativas à regressão linear realizada com galactanas 
sulfatadas obtidas por Colodi, 2011; b Valores de massa molar ponderal média (Mw) e massa molar 
numérica média (Mn) estimadas por HPSEC-MALLS-RI por meio do Software ASTRA; c Valores de 
dispersão calculados pela relação entre os valores de Mw e Mn estimados por HPSEC-MALLS-RI; d 
Frações representadas para fins comparativos. 
 
O cromatograma da fração Fd6-Kb, detectado por RI, também apresentou um 
perfil alargado e detecção por MALLS (90°) em ~40 minutos (FIGURA 46e). A ulvana-
amida híbrida Fd6-Kb apresentou dispersão igual a 2,3, sendo menor que a da fração 
Fd3-Kb. As dispersões apresentadas pelos polissacarídeos híbridos são condizentes 
com as dispersões calculadas para as frações originais, Fd3 e Fd6, pois Fd3 (Ð=1,9) 
também apresentou dispersão maior que Fd6 (Ð=1,6). 
Observou-se que os polissacarídeos híbridos apresentaram distribuições de 
massas semelhantes ao polissacarídeo original F e mostraram uma discreta expansão 
da distribuição de massa em aproximadamente 50 minutos (FIGURA 46a, d e e). 
7.8.3 Espectroscopia de RMN das frações Fd3-Kb e Fd6-Kb 
A fração Fd3-Kb foi obtida a partir da reação de aminação redutiva conduzida 
com a ulvana-amida Fd3 e a kappa-carrabiose Kb. O espectro de HSQC-editado da 
fração Fd3-Kb (FIGURA 47a) mostrou, em fase negativa, os grupos -CH2- presentes 
neste polissacarídeo híbrido. Foi possível identificar os três grupos -CH2- da diamina 
DAP ligada à ulvana via amidação e ligada à kappa-carrabiose via aminação redutiva, 
sendo eles identificados, da extremidade amida para a extremidade amina, 
respectivamente, pelas correlações centradas em (1’) 37,4/3,36, (2’) 26,4/1,98 e (3’) 
46,7/3,14 ppm, conforme a FIGURA 47a. 
 
Fração 
Mw relativa a 
(g.mol-1) 
Mw estimada b 
(g.mol-1) 
Mn estimada b 
(g.mol-1) 
Dispersão (Ð) c 
(Mw/Mn) 
Fd3 d 208.117 458.900 244.700 1,9 
Fd6 d 202.287 348.100 223.300 1,6 
Fd3-Kb 206.393 380.800 125.000 3,0 
Fd6-Kb 199.971 269.500 117.900 2,3 
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FIGURA 46 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DA ULVANA NATIVA F ISOLADA DE U. 
fasciata E DAS ULVANAS-AMIDA Fd3, Fd6, Fd3-Kb e Fd6-Kb 
 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min). Frações a) F, b) Fd3, c) Fd6, d) Fd3-Kb e e) Fd6-Kb. FONTE: 
O autor (2017). 
 
Os dois sinais diagnósticos da ligação C-N formada durante a aminação 
redutiva com DAP, incluíram: (1) a correlação em (3’) 46,7/3,14 ppm referente ao 
C3’/H3’ da extremidade amina de 1,3-diaminopropano ligada à kappa-carrabiose e (2) 
a correlação em (K) 51,2/3,27, 3,23 ppm, também invertida pelo experimento de 
HSQC-editado, a qual foi atribuída aos C1/H1,1’ das unidades de 3,6-anidrogalactose 











FIGURA 47 - ESPECTRO DE HSQC-EDITADO DA FRAÇÃO Fd3-Kb 
 
 
a) Espectro de HSQC-editado da fração Fd3-Kb obtida da aminação redutiva de Kb na presença da 
ulvana-amida Fd3, correlações negativas em azul; b) inserto da região anomérica do espectro de 
HSQC-editado da fração Fd3-Kb (C1/H1). Solvente: D2O, 30 °C; padrão interno acetona (31,45 e 













Adicionalmente, no espectro de HSQC-editado da fração Fd3-Kb, as 
correlações invertidas em (X) 62,1/3,81, 3,81 e (Z) 74,3/4,04, 3,88 ppm foram 
atribuídas, respectivamente, aos C6/H6,6’ das unidades de β-D-galactose 4-sulfato e 
3,6-anidrogalactose (Miller et al., 1982; Gonçalves et al., 2005) (FIGURA 47). Os outros 
carbonos e hidrogênios das unidades de β-D-galactose 4-sulfato e 3,6-
anidrogalactose foram identificados na fase positiva do espectro de HSQC-editado, o 
qual também mostrou as correlações referentes às díades da ulvana-amida Fd3 
(FIGURA 47a). 
A análise da região anomérica do espectro de HSQC-editado da fração Fd3-
Kb (FIGURA 47b) permitiu identificar na correlação em 104,1/4,54 ppm os C1/H1 das 
unidades de β-D-galactose 4-sulfato, do dissacarídeo de kappa-carragenana 
(Gonçalves et al., 2005). A ulvana pôde ser identificada pelas correlações em 
98,7/4,90, 99,3/4,90, 101,1/4,81 e 102,0/4,89 ppm, as quais referem-se aos C1/H1 
das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato das díades U3S, U2’,3S, A3S e B3S, 
respectivamente (Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1997; Lahaye et al., 1998) (FIGURA 47b). 
O C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas ao ácido β-D-
glucurônico modificado foram atribuídas a correlação em 101,3/4,71 ppm, enquanto a 
correlação em 104,0/4,70 ppm foi atribuída ao C1/H1 das unidades de ácido β-D-
glucurônico amidado (FIGURA 47b). O espectro de HSQC-editado da fração Fd3-Kb 
não mostrou correlação para os carbonos e hidrogênios das unidades de ácido α-L-
idurônico (FIGURA 47a). 
Na região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC-editado da fração Fd3-Kb 
foi possível identificar a correlação em 67,5/4,19 ppm, atribuída ao C2/H2 das 
unidades de 3,6-anidrogalactose da fração Kb, reduzida durante a aminação redutiva. 
As correlações referentes aos C3/H3 e C4/H4 das unidades de 3,6-anidrogalactose 
da fração Fd3-Kb sofrem deslocamento quando comparadas às unidades de 3,6-
anidrogalactose da kappa-carrabiitol. De acordo com a calibração em 
31,45/2,225 ppm para acetona utilizada para as ulvanas, os C3/H3 e C4/H4 das 
unidades de 3,6-anidrogalactose da kappa-carrabiitol são identificados, 
respectivamente, pelas correlações em 84,9/3,91 e 88,4/4,17 ppm. Já na fração Fd3-
Kb os C3/H3 e C4/H4 das unidades de 3,6-anidrogalactose foram identificados pelas 
correlações em 85,0/3,93 e 87,7/4,20 ppm, respectivamente (Gonçalves et al., 2005). 
No espectro de HSQC-editado da fração Fd3-Kb, a integração das áreas 
referentes aos C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas às unidades de 
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ácido β-D-glucurônico e ácido β-D-glucurônico amidado, 101,1/4,81 e 101,3/4,71 ppm, 
respectivamente, corresponde à mesma proporção encontrada para a fração Fd3. 
Assim, tanto Fd3 quanto Fd3-Kb mostram uma proporção de 54-58% de unidades 
ácido β-D-glucurônico para 48-42% de unidades ácido β-D-glucurônico modificados. 
A análise do espectro de RMN de 1H da fração Fd3-Kb (FIGURA 48) permitiu 
identificar o sinal (triplete) centrado em 3,14 ppm, referente aos hidrogênios 
metilênicos de N-(3’-aminopropil)-amida 3’-ligados à Kb. Adicionalmente, Fd3-Kb não 
apresentou sinal (triplete) centrado em 3,05 ppm, referente aos hidrogênios 
metilênicos C3’/H3’ da extremidade livre de N-(3’-aminopropil)-amida. Desta forma, 
considerou-se que todas as extremidades amino livres, inseridas na ulvana via 
amidação, foram ligadas ao C1 das unidades de kappa-carrabiose via aminação 
redutiva. Portanto, todas as unidades amidadas foram ligadas à Kb, tendo-se, 
aproximadamente, para cada 4 unidades de ácido β-D-glucurônico 3 unidades de 
ácido β-D-glucurônico ligado a kappa-carrabiose. 
A fração Fd6-Kb foi obtida a partir da reação de aminação redutiva conduzida 
com a ulvana-amida Fd6 e a kappa-carrabiose (Kb). O espectro de RMN de 1H da 
fração Fd6-Kb (FIGURA 48) apresentou os sinais (tripletes) centrados em 3,11 ppm, 
referentes aos hidrogênios metilênicos da extremidade H6’ da diamina HMD ligada à 
Kb e em 3,01 ppm aos hidrogênios metilênicos H6’ da diamina HMD livre. 
 
FIGURA 48 - INTEGRAÇÕES DOS ESPECTROS DE RMN DE 1H DAS FRAÇÕES Fd3-Kb E Fd6-Kb 
 
Solvente: D2O, 30 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). FONTE: O autor (2017). 
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Em comparação à fração Fd3-Kb, a FIGURA 48 mostra a integração do 
espectro de RMN de 1H da fração Fd6-Kb na região de 2,7 a 3,3 ppm, de onde pôde-
se determinar que cerca de 58% das extremidades amina do grupo N-(6’-aminohexil)-
amida da fração Fd6-Kb sofreram aminação redutiva. 
No espectro de HSQC a fração Fd6-Kb (FIGURA 49b) foi possível identificar 
os seis grupos -CH2- da diamina HMD ligada à ulvana via amidação e ligada à kappa-
carrabiose via aminação redutiva, sendo eles identificados, da extremidade amida 
(C1’/H1’) para a extremidade amina (C6’/H6’), respectivamente, pelas correlações 
centradas em (1’) 40,5/3,25, (2’) 29,1/1,55, (3’) 26,5/1,38, (4’) 26,4/1,71, (5’) 27,7/1,65 
e (6’ livre) 40,7/3,01 ou (6’ ligado) 49,1/3,11 ppm, conforme a FIGURA 49b. 
Os dois sinais diagnósticos da ligação C-N formada durante a aminação 
redutiva com HMD, incluíram: (1) a correlação em (F) 49,1/3,11 ppm referente aos 
C6’/H6’ da extremidade amina de HMD ligada à kappa-carrabiose e (2) a correlação 
em (K) 51,2/3,24, 3,18 ppm, a qual foi atribuída aos C1/H1,1’ das unidades de 3,6-
anidrogalactose da kappa-carrabiose, reduzida durante a aminação redutiva (FIGURA 
49b). Assim, como para a fração Fd3-Kb, os sinais diagnósticos da fração Fd6-Kb, 
bem como as correlações identificadas como -CH2- na FIGURA 49, também foram 
invertidos por HSQC-editado (FIGURA 49a). 
Muito semelhante à da fração Fd3-Kb, a região de C2/H2 a C6/H6 do espectro 
de HSQC-editado da fração Fd6-Kb (FIGURA 49c) permitiu identificar C2/H2 das 
unidades de 3,6-anidrogalactose pela correlação em 67,3/4,17 ppm, além das 
correlações referentes aos C3/H3, C4/H4, C5/H5 e C6/H6,6’ da mesma unidade, 
respectivamente, em 85,2/3,91, 87,7/4,19, 76,7/4,51 e 74,3/4,02,3,87 ppm. As 
unidades de β-D-galactose 4-sulfato foram identificadas pelas correlações em 
72,1/3,55, 73,0/3,78, 77,7/4,68, 76,0/3,87 e 62,1/3,81,3,81 ppm, referente, 
respectivamente, aos C2/H2, C3/H3, C4/H4, C5/H5 e C6/H6,6’ desta unidade 
sulfatada (Gonçalves et al., 2005). 
As regiões referentes aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5 das unidades de α-
L-ramnose 3-sulfato e ácido β-D-glucurônico também foram identificadas pelo espectro 
de HSQC-editado da fração Fd6-Kb, bem como C2/H2, C3/H3 e C4/H4 das unidades 
de β-D-xilose e C2/H2 e C3/H3 das unidades de ácido α-L-idurônico (Lahaye, 1998; 
Lahaye et al., 1997; Lahaye et al., 1998) (FIGURA 49c). 
A análise da região anomérica do espectro de HSQC-editado da fração Fd6-
Kb permitiu identificar na correlação em 104,1/4,53 ppm os C1/H1 das unidades de β-
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D-galactose 4-sulfato, do dissacarídeo de kappa-carragenana (Gonçalves et al., 
2005). As correlações referentes às unidades de α-L-ramnose 3-sulfato das díades 
U3S, U2’,3S, A3S e B3S da ulvana também foram identificadas, assim como para a fração 
Fd3-Kb (Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1997; Lahaye et al., 1998). 
O espectro de HSQC-editado da fração Fd6-Kb (região não mostrada) 
também permitiu identificar o C1/H1 das unidades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas 
ao ácido β-D-glucurônico (101,1/4,81 ppm) e ao ácido β-D-glucurônico amidado 
(101,2/4,69 ppm). A integração destas regiões do espectro mostrou que a proporção 
de unidades de ácido β-D-glucurônico e ácido β-D-glucurônico amidado é mantida em 
relação à encontrada para a fração Fd6, sendo igual a 75-80 e 25-20%, 
respectivamente. 
 
FIGURA 49 - ESPECTROS DE HSQC E HSQC-EDITADO DA FRAÇÃO Fd6-Kb 
 
a) 
Região de identificação do 
produto ulvana-amida 
híbrida Fd6-Kb 





a) Espectro de HSQC-editado da fração Fd6-Kb obtida da aminação redutiva de Kb na presença da 
ulvana-amida Fd6, correlações negativas em azul; b) inserto da região do espectro de HSQC da fração 
Fd6-Kb que identifica a ulvana-amida híbrida; c) inserto da região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de 
HSQC da fração Fd6-Kb. Correlação referente ao intermediário O-acilisoureia (*). Solvente: D2O, 30 °C; 




















































Considerando-se que dos 20 a 25% de unidades de ácido β-D-glucurônico 
amidado presentes na fração Fd6-Kb, aproximadamente, 58% sofreram aminação 
redutiva, pôde-se estimar que 13% das unidades de ácido β-D-glucurônico formaram 
ligações C-N com os dissacarídeos de kappa-carragenana. 
Os dados apresentados neste item mostraram que as ulvanas são 
polissacarídeos passíveis de serem funcionalizados via reações de amidação 
utilizando diferentes tipos de aminas, podendo ainda, produzir polímeros com 
diferentes graus de amidação dependendo do pH do meio reacional e da adição de 
diferentes equivalentes de EDC e NHS. 
A inserção dos grupos amino às ulvanas possibilitou, através de aminação 
redutiva, adicionar moléculas redutoras, à exemplo da kappa-carrabiose. O processo 
de otimização das reações de aminação redutiva da ulvana-amida Fd3 com kappa-
carrabiose demonstrou a possibilidade de promover as ligações covalentes em meios 
reacionais compostos por água/metanol nas proporções 1:3, 1:1 e 1:0. 
Destaca-se, ainda, que utilizando uma condição de aminação redutiva em 
meio aquoso, sem adição de solvente, foi possível promover a ligação de todas as 
extremidades N-(3’-aminopropil)-amida da ulvana-amida Fd3 à κ-carrabiose, 
resultando no polissacarídeo híbrido Fd3-Kb, que se apresentou aproximadamente 
46% híbrido. 
As reações de amidação e semissíntese de polissacarídeos híbridos via 
aminação redutiva permitiram a obtenção de 5 derivados inéditos de ulvanas, sendo 
3 derivados ulvana-amida (Fd5m, Fd3 e Fd6) e 2 polissacarídeos híbridos-amida (Fd3-
Kb e Fd6-Kb). Assim, as ulvanas constituem macromoléculas que apresentam grande 
potencial para modificações químicas e para produção de novas moléculas e 
biomateriais, os quais podem ser aplicados em diferentes áreas biotecnológicas. 
7.9 PROCESSO DE REAÇÃO SEQUENCIAL DE OXIDAÇÃO-AMINAÇÃO 
REDUTIVA DA ULVANA DE Ulva fasciata 
O presente item discute a inserção de grupos amino à ulvana via oxidação de 
C2 e C3 das unidades monossacarídicas com m-periodato de sódio. O processo de 
oxidação resultou na formação de grupos aldeído, os quais foram submetidos à 
aminação redutiva com as diaminas 1,3-diaminopropano e 1,6-diaminoexano. 
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As reações de oxidação com m-periodato de sódio apresentam diferentes 
aplicações desde a sua descoberta em 1928. A reação de oxidação conduzida em um 
poliálcool acíclico forma dois compostos carbonílicos ao quebrar a ligação C-C entre 
as hidroxilas vicinais (FIGURA 50), enquanto um poliálcool cíclico forma um composto 
com duas carbonilas. Na oxidação de carboidratos os compostos carbonílicos 
formados geralmente constituem aldeídos, porque a oxidação ocorre em carbonos 
com hidroxilas vicinais secundárias (Guthrie, 1961). 
 
FIGURA 50 - CLIVAGEM OXIDATIVA POR PERIODATO 
 
 
FONTE: Solomons e Fryhle (2011). 
 
A oxidação com periodato constitui um método clássico de determinação 
estrutural de carboidratos complexos, ou ainda da técnica de coloração de 
carboidratos em estruturas de tecidos em histologia e patologia, por meio do reagente 
PAS (Periodic acid-Schiff) (Guthrie, 1961; Kristiansen et al., 2010). 
Atualmente, as reações de oxidação com periodato têm despertado interesse 
no contexto das modificações químicas em polissacarídeos. Assim, a abordagem 
química da oxidação com periodato é utilizada para funcionalizar polissacarídeos ou 
ainda promover alterações de suas propriedades físico-químicas. As propriedades 
macromoleculares de polissacarídeos oxidados são modificadas em função das 
alterações na flexibilidade e extensão das cadeias polissacarídicas que promovem 
diferenças na solubilidade, cristalinidade e capacidade de interação intermolecular ou 
com outras biomoléculas (Vold e Christensen, 2005; Kristiansen et al., 2010; Wu et 
al., 2010; Teotia, 2012; Coseri et al., 2013; Gupta et al., 2013). 
Neste trabalho, a reação de oxidação com periodato foi utilizada para formar 
sítios de inserção para as diaminas 1,3-diaminopropano e 1,6-diaminoexano. Assim, 
as diaminas foram adicionadas aos grupos aldeído formados via aminação redutiva. 
As reações foram conduzidas, de maneira que, ao final da reação de oxidação, foram 
adicionados ao meio reacional os reagentes para aminação redutiva. Assim, a reação 
sequencial de oxidação-aminação redutiva permitiu recuperar a ulvana aminada. 
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7.9.1 Ajuste das condições reacionais de oxidação-aminação redutiva 
As reações de oxidação-aminação redutiva foram conduzidas com 1,3-
diaminopropano e a ulvana F, como mostrado na TABELA 23, a fim de ajustar as 
condições reacionais para a obtenção do correspondente polímero aminado. Todas 
as reações foram realizadas em presença de n-propanol, capaz de consumir possíveis 
radicais livres formados em decorrência da decomposição do periodato, os quais 
podem promover a degradação do polissacarídeo (Kristiansen et al., 2010). 
A primeira condição de oxidação realizada foi branda, conduzida com 50 mg 
da ulvana F solubilizados em água (0,25%) e n-propanol (0,20%), em presença de 
18,7 mmol.L-1 de NaIO4 por 4 h à 0 °C (entrada 1, TABELA 23). Ao final da oxidação, 
seguiu-se a adição de etilenoglicol para consumir o excesso de periodato e então 
foram adicionados 236,6 mmol.L-1 de 1,3-diaminopropano e 14 mmol.L-1 de NaBH3CN 
e o meio reacional foi mantido sob agitação por 13 h a 30 °C. Os polissacarídeos foram 
recuperados após diálise e liofilização. A FIGURA 51 mostra o espectro de HSQC do 
produto da reação da entrada 1 (TABELA 23). 
 
TABELA 23 - CONDIÇÕES DAS REAÇÕES DE OXIDAÇÃO-AMINAÇÃO REDUTIVA DA ULVANA F 
OBTIDA DE U. fasciata COM 1,3-DIAMINOPROPANO (DAP) 
a Equivalentes calculados em relação à massa teórica da ulvana F; b Relação entre as integrações dos 
sinais 4,83 e 3,25 ppm no espectro de RMN de 1H, referentes, respectivamente, a H1 da unidade de α-








Oxidação  Aminação redutiva 














1 18,7 4 0  13 - 11 30 0 
2 54,5 4 0  13 - 11 30 0 
3 18,7 4 30  13 - 11 30 0 
4 18,7 72 30  13 11 11 30 0 
5 18,7 72 30  13 7,0 7,5 30 0,10 
6 18,7 72 55  15 5,5 7,5 55 0,57 
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FIGURA 51 - ESPECTRO DE HSQC DO PRODUTO DA REAÇÃO SEQUENCIAL DE OXIDAÇÃO-
AMINAÇÃO REDUTIVA 
 
Espectro de HSQC do produto da reação de oxidação-aminação redutiva da entrada 1 (TABELA 23). 
Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (*) (31,45 e 2,225 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
A análise do espectro de HSQC permitiu concluir que não houve oxidação ou 
aminação da ulvana, pois o espectro correspondeu à ulvana nativa, apresentando 
todos os sinais da ulvana F. Ainda, este espectro revelou a correlação em 
71,8/4,55 ppm, referente aos C5/H5 das unidades de ácido α-L-idurônico. Esta 
correlação não havia sido identificada pelos experimentos de RMN realizados com a 
ulvana nativa. Ainda se observou que as correlações da região anomérica foram 
intensificadas para os C1/H1 das unidades de ácido α-L-idurônico (103,5/5,12 ppm) e 
β-D-xilose 2-sulfato (100,2/4,99 ppm), bem como para os C5/H5,5’ das unidades de β-
D-xilose (2-sulfato) (63,3/4,10; 3,36 ppm), quando comparadas à fração nativa F 
(FIGURA 28) (Lahaye, 1998; Lahaye et al., 1998). Adicionalmente, também foram 
identificadas as correlações em 37,7/3,15 e 25,9/2,11 ppm, referentes, 
respectivamente, a C1/H1, C3/H3 (A) e C2/H2 (B) da 1,3-diaminopropano livre 
(FIGURA 51), os quais foram assinalados de acordo com os experimentos de RMN 
realizados com a diamina livre (TABELA 17). Estes resultados indicaram que a amina 
















de diálise contra NaCl 1 mol.L-1, seguida de diálise contra água destilada novamente 
para remoção da amina livre no meio reacional. 
Tendo em vista que a ulvana não foi aminada porque não houve oxidação, a 
reação da entrada 2 (TABELA 23) foi conduzida com 54,5 mmol.L-1 de NaIO4. A 
análise do espectro de RMN de 1H após as etapas de oxidação-aminação identificou 
a diminuição da intensidade dos sinais referentes à β-D-xilose (H3 e H4 em 3,67 ppm 
e H2 em 3,36 ppm) (Lahaye, 1998). Na região anomérica, também foi observada a 
diminuição do sinal de H1 de α-L-ramnose 3-sulfato ligada a β-D-xilose (4,91 ppm) 
(Lahaye, 1998), indicando que a α-L-ramnose 3-sulfato não está mais ligada à unidade 
intacta de β-D-xilose. O espectro de 1H do produto da reação da entrada 2 está 
representado na FIGURA 52 e destaca com seta o sinal em 4,91 ppm. 
A diminuição da intensidade dos sinais referentes à β-D-xilose ou à α-L-
ramnose 3-sulfato ligada a β-D-xilose no produto da entrada 2 (TABELA 23) indica que 
ocorreu oxidação das unidades de β-D-xilose, pois as unidades monossacarídicas de 
β-D-xilose apresentam hidroxilas vicinais capazes de formar complexo com o íon 
periodato e sofrer clivagem das ligações C2-C3.  
Assim, para aumentar o grau de oxidação, a reação da entrada 3 (TABELA 
23) foi realizada com 18,7 mmol.L-1 de NaIO4 a 30 °C. No entanto, o aumento da 
temperatura não resultou num aumento considerável da oxidação pois a intensidade 
do sinal em 4,91 ppm ainda permaneceu alta (FIGURA 52). 
Sequencialmente foi alterado o tempo de reação de oxidação para 72 h 
(entrada 4, TABELA 23) considerando que além da presença de unidades resistentes 
à oxidação com periodato, como α-L-ramnose 3-sulfato e β-D-xilose 2-sulfato 
presentes na ulvana, também pode ocorrer o retardamento da oxidação em função da 
formação de hemiacetais intracadeias entre os monossacarídeos de regiões que já 
sofreram clivagem com os de regiões intactas (Fransson, 1974; Lindberg et al., 1975). 
O espectro de 1H do produto da reação da entrada 4 mostrou que houve 
oxidação das unidades de β-D-xilose, tendo em vista a diminuição da intensidade do 
sinal em 4,91 ppm (FIGURA 52). A partir desta reação foi incluída no protocolo 
reacional a verificação dos valores de pH inicial e final das reações de aminação 
redutiva. O pH inicial da reação da entrada 4 foi igual a 11 em função da presença da 
1,3-diaminopropano (valores de pka iguais a 9,5 e 10,6) no meio reacional. Neste pH 
a diamina encontra-se predominantemente na forma protonada, o que dificulta a 
formação das ligações C-N. 
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FIGURA 52 - ESPECTROS DE RMN DE 1H DOS PRODUTOS DAS REAÇÕES DE OXIDAÇÃO-
AMINAÇÃO REDUTIVA DA ULVANA F UTILIZANDO 1,3-DIAMINOPROPANO (DAP) 
 
 
Setas indicam o sinal em 4,91 ppm. Os números 1 a 6 indicam as entradas reacionais da TABELA 23. 
Os sinais em 3,25 e 2,15 ppm referem-se ao produto ulvana-amina. Solvente: D2O, 70 °C; padrão 
interno acetona (*) (31,45 e 2,225 ppm). FONTE: O autor (2017). 
 
Assim, na reação da entrada 5 (TABELA 23) manteve-se a condição de 
oxidação anterior (entrada 4, TABELA 23) e no início da reação de aminação redutiva 
o pH foi ajustado para 7,0 com HCl. A análise do espectro de HSQC (espectro não 
mostrado) do produto desta reação apresentou a correlação, de baixa intensidade, em 
46,2/3,25 ppm, a qual foi atribuída aos C2/H2 e C3/H3 das unidades oxidadas por 
periodato e reduzidas pelo 1,3-diaminopropano durante a etapa de aminação redutiva. 
Este assinalamento foi realizado com auxílio das análises de RMN realizadas para as 
reações de aminação redutiva posteriores às reações de amidação (página 149) e 
estão de acordo com a literatura (Silverstein et al., 2007). 
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O pH do meio reacional foi alterado para 5,5 no início da etapa de aminação 
redutiva e utilizou-se a temperatura de 55 °C com a finalidade de incrementar a 
aminação redutiva (entrada 6, TABELA 23). O espectro de HSQC do produto da 
reação 6 (espectro não mostrado) também apresentou a correlação em 46,5/3,26 ppm 
(C2/H2 e C3/H3 das unidades oxidadas), bem como as correlações em 38,2/3,16, 
24,2/2,15 e 38,6/3,05 ppm, respectivamente, referentes aos C1’/H1’, C2’/H2’ e C3’/H3’ 
do grupo N-3’-aminopropil. O espectro de 1H do produto da reação 6 (FIGURA 52) 
destaca os sinais em 3,25 e 2,15 ppm, diagnósticos da reação de aminação redutiva. 
Desta forma, as condições estabelecidas na entrada 6 (TABELA 23) foram 
utilizadas para as reações preparativas de oxidação-aminação redutiva da ulvana com 
as diaminas, tendo sido realizadas a 55 °C com 72 h de oxidação (18,7 mmol.L-1 de 
NaIO4 e 236,6 mmol.L-1 de 1,3-diaminopropano ou 261,2 mmol.L-1 de 1,6-
diaminoexano) com ajuste do pH inicial da aminação redutiva para 5,0 com HCl, 
originando as frações Fn3 e Fn6. 
7.10 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DAS FRAÇÕES ULVANAS-AMINA Fn3 E Fn6 
7.10.1 Análises químicas das frações Fn3 e Fn6 
A fração Fn3 apresentou recuperação menor que Fn6 e ambas tiveram 
rendimentos diminuídos (TABELA 24) em relação às frações modificadas via 
amidação (TABELA 18, página 130). 
 
TABELA 24 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES Fn3 E Fn6 OBTIDAS POR 
OXIDAÇÃO-AMINAÇÃO REDUTIVA DA ULVANA DE U. fasciata 
a Recuperação em relação a massa de material submetido a modificação; b, c, d, e Determinações de 
acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) 
e Lowry et al. (1951), respectivamente; f Análise elementar de N em g% (m/m); g Rotação óptica 

















[α] D g 
(°) 
F h - 72,4 21,2 21,9 1,3 0,61 - 75,5 
Fn3 23,4 56,9 25,4 17,2 3,6 3,00 - 65,3 
Fn6 55,0 54,9 28,5 13,1 1,8 2,78 - 71,1 
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Como esperado a dosagem de carboidratos totais para Fn3 e Fn6 resultou em 
menores porcentagens de carboidratos quando comparadas à fração original F em 
função da oxidação de unidades monossacarídicas. Os valores de proteína e sulfato 
também sofreram algumas variações. As porcentagens de sulfato aumentaram em 
aproximadamente 20 e 30% nas frações Fn3 e Fn6, respectivamente (TABELA 24). 
A oxidação com periodato promove a clivagem das ligações C-C entre 
hidroxilas vicinais. Desta forma, as unidades monossacarídicas com hidroxilas vicinais 
nas posições axial-axial ou unidades que não possuem hidroxilas vicinais são 
resistentes à oxidação. No caso das ulvanas, constituídas por cadeias 1,4-ligadas, as 
unidades substituídas por sulfato, como α-L-ramnose 3-sulfato e β-D-xilose 2-sulfato, 
mostraram-se inaccessíveis à oxidação e, portanto, houve o aumento relativo das 
porcentagens de sulfato para as frações Fn3 e Fn6 (TABELA 24). 
As porcentagens de ácidos urônicos mostraram-se diminuídas para ambas as 
frações oxidadas-aminadas, com um decréscimo de 20 e 40% para Fn3 e Fn6, 
respectivamente (TABELA 24). As unidades de ácido urônico possuem hidroxilas 
vicinais e podem ser oxidadas via periodato. 
O conteúdo de nitrogênio das frações oxidadas-aminadas Fn3 e Fn6 foi maior 
que para as frações original F (TABELA 24) ou amidadas, Fd3 e Fd6 (TABELA 18, 
página 130). Esta observação corrobora com o fato de que durante a oxidação, cada 
unidade oxidada gera dois grupos aldeído. Portanto, houve aumento no consumo de 
diaminas durante as reações de oxidação-aminação redutiva quando comparado ao 
consumo das diaminas nas reações de amidação via EDC, conduzidas para obter as 
frações Fd3 e Fd6 (página 129). 
As propriedades ópticas das ulvanas não sofrem grandes alterações após o 
processo de oxidação-aminação redutiva, tendo em vista a pequena diminuição dos 
valores absolutos de rotação óptica específica para as frações Fn3 e Fn6 quando 
comparadas à fração original F (TABELA 24). 
O processo de oxidação com periodato influencia a estabilidade dos 
polissacarídeos, de forma que os derivados aldeído tornam-se mais suscetíveis à β-
eliminação, resultando em despolimerização do polímero. Adicionalmente, pode 
ocorrer degradação do polissacarídeo por meio de radicais gerados no meio reacional, 
provenientes da decomposição do periodato (Kristiansen et al, 2010). 
Por estes motivos foi adicionado n-propanol às reações de oxidação-
aminação redutiva e os balões com a mistura reacional foram isolados da luz durante 
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a oxidação. No entanto, as frações Fn3 e Fn6 parecem ter sofrido despolimerização 
parcial. Com a finalidade de avaliar se o processo de oxidação-aminação ocasionou 
despolimerização das frações Fd3 e Fd6, elas foram analisadas quanto ao seu perfil 
cromatográfico por HPSEC-MALLS-RI. 
7.10.2 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações Fn3 e Fn6 
Os perfis cromatográficos de HPSEC-MALLS-RI, das frações Fn3 e Fn6 
mostraram que após as reações de oxidação-aminação redutiva permaneceram 
baixas concentrações de fragmentos de maior massa molar, os quais foram 
identificados pelo detector MALLS (90°) em aproximadamente 40 minutos (FIGURA 
53b e c). 
 
FIGURA 53 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DA ULVANA NATIVA F ISOLADA DE U. 
fasciata E DAS ULVANAS-AMINA Fn3 e Fn6 E HPSEC-RI DAS FRAÇÕES F, Fn3 E Fn6 
 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min) das frações F (a), Fn3 (b) e Fn6 (c). Cromatogramas de 








No entanto, estes fragmentos de maior massa representaram uma baixa 
proporção dos polissacarídeos recuperados após a oxidação-aminação redutiva, pois 
o principal pico detectado pelo RI foi identificado em aproximadamente 53 minutos 
(FIGURA 53b e c). As massas molares médias ponderais (Mw) relativas das frações 
Fn3 e Fn6 foram de 71.082 e 75.552 g.mol-1, respectivamente. 
Os perfis cromatográficos detectados por RI, das frações Fn3 e Fn6, 
demonstraram o grau de despolimerização que as reações de oxidação-aminação 
redutiva promoveram em Fn3 e Fn6 quando comparadas à fração original F (FIGURA 
53d). De acordo com as massas molares ponderais médias (Mw) relativas de F, Fn3 e 
Fn6, os processos de oxidação-aminação redutiva reduziram em aproximadamente 
66% a massa Mw da fração F, de maneira que as frações Fn3 e Fn6 representam 1/3 
da massa de F. Também é possível inferir que não ocorreram interações entre as 
cadeias das ulvanas-amina, postos os menores valores de Mw obtidos. 
7.10.3 Espectroscopia de RMN das frações Fn3 e Fn6 
Em comparação com a reação de amidação das carboxilas dos ácidos 
urônicos, a qual altera apenas o C6 dos monossacarídeos ácidos, as modificações 
químicas de polissacarídeos, realizadas por meio de reações de oxidação com 
periodato, acarretam extensas alterações na estrutura dos polímeros que apresentam 
hidroxilas vicinais suscetíveis à clivagem. Assim, por meio da análise dos espectros 
de RMN das frações Fn3 e Fn6 puderam ser detectadas as principais alterações 
estruturais da ulvana original F em relação às frações modificadas Fn3 e Fn6. 
A fração Fn3 resultou da reação de oxidação-aminação redutiva da ulvana F 
em presença da 1,3-diaminopropano (DAP). O espectro de HSQC da fração Fn3 
(FIGURA 54a) permitiu atribuir a correlação centrada em 46,0/3,21 ppm aos C2/H2 e 
C3/H3 das unidades oxidadas, os quais permanecem na forma de -CH2- após 
aminação redutiva. Estes grupos -CH2-, pertencentes às unidades que sofreram 
clivagem oxidativa, são representados por -CH2- A e A’ na FIGURA 54b. 
Adicionalmente, aos C1’/H1 e C3’/H3’ da cadeia alquila proveniente de DAP (N-3’-
aminopropil) foram atribuídas as correlações em 37,9/3,13 e 40,5/3,01 ppm, 
respectivamente. Na região de 23,0-30,0/1,20-2,30 ppm foram identificadas diferentes 
correlações para C2’/H2’ em diferentes ambientes químicos (FIGURA 54b). 
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A análise da região anomérica do espectro de HSQC da fração Fn3 (FIGURA 
54c) permitiu identificar que as regiões da ulvana resistentes à oxidação com 
periodato são compostas pelas díades de α-L-ramnose 3-sulfato ligadas ao ácido β-
D-glucurônico (A3S) e à β-D-xilose 2-sulfato (U2’,3S). As correlações referentes às 
díades dos tipos B3S e U3S não puderam ser identificadas no espectro, em função da 
oxidação das unidades de ácido α-L-idurônico e β-D-xilose. 
As unidades de β-D-xilose encontram-se energeticamente estáveis na forma 
de cadeira 4C1, a qual apresenta as hidroxilas vicinais em posição equatorial-
equatorial em C2 e C3, e, portanto, são passíveis de formar o intermediário cíclico 
com o íon periodato. Ao sofrer clivagem oxidativa cada um dos carbonos envolvidos 
formam um grupo aldeído (Solomons e Fryhle, 2002). 
As unidades de ácido α-L-idurônico apresentam as hidroxilas de C2 e C3 em 
posição equatorial-equatorial quando na forma 4C1. No entanto, a cadeira 4C1 não é 
energeticamente favorável para este monossacarídeo em função da substituição em 
C6 por ácido carboxílico. Desta forma, as unidades de ácido α-L-idurônico assumem 
a forma 2S0, uma estrutura torcida que estabiliza o substituinte iônico em C6, além de 
possibilitar a oxidação com periodato (Ochsenbein et al., 2011). 
As unidades de α-L-ramnose 3-sulfato e β-D-xilose 2-sulfato são resistentes à 
oxidação em decorrência das substituições por grupos sulfato em C3 e C2, 
respectivamente. No entanto as unidades de ácido β-D-glucurônico foram resistentes 
à oxidação, mas não apresentam substituições por grupos sulfato. Desta forma, 
possivelmente, as unidades de ácido β-D-glucurônico assumiram a conformação de 
cadeira 1C4 a qual manteria as hidroxilas de C2 e C3 em posição axial-axial, o que 
impede a oxidação desta unidade por íons periodato ou ainda pode ter ocorrido a 
formação de hemiacetais intracadeias entre as regiões que sofreram oxidação com as 
unidades de ácido β-D-glucurônico (Lindberg et al., 1975; Fransson, 1974). 
Na região anomérica do espectro de HSQC da fração Fn3, ainda pôde-se 
atribuir as correlações na região de 104,3-105,0/4,50-4,58 ppm aos carbonos e 
hidrogênios anoméricos das unidades de β-D-xilose oxidadas e aminadas, 
representadas pela letra X na FIGURA 54c. 
Adicionalmente, foram identificados dois sinais na região anomérica da fração 
Fn3, em 94,7/5,11 e 94,1/4,91 ppm. Estas correlações foram atribuídas aos C1/H1 de 
unidades monossacarídicas redutoras presentes no polímero (FIGURA 54c) 
(Breitmaier e Voelter, 1990). A presença destas extremidades redutoras concorda com 
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a diminuição da massa molar ponderal média relativa (Mw) observada para a ulvana-
amina Fn3 em relação à ulvana nativa F, demonstrando que o processo de oxidação-
aminação redutiva provocou despolimerização das cadeias polissacarídicas. 
 








Região de identificação do 





a) Espectro de HSQC da fração Fn3 obtida da reação de oxidação-aminação redutiva da fração F na 
presença de 1,3-diaminopropano; b) inserto da região do espectro de HSQC da ulvana amina Fn3 que 
identifica a ulvana N-(3’-aminopropil)-amina (Fn3); c) inserto da região anomérica do espectro de HSQC 
da ulvana amina Fn3 (C1/H1). Solvente: D2O, 30 °C; padrão interno acetona (*) (31,45 e 2,225 ppm). 
Fonte: O autor (2017). 
 
A fração Fn6 resultou da reação de oxidação-aminação redutiva da ulvana F 
em presença da diamina 1,6-diaminoexano (HMD). O espectro de HSQC da fração 
Fn6 (FIGURA 55) permitiu atribuir as correlações em 49,3/3,31 e 3,13 ppm aos 
carbonos e hidrogênios dos grupos -CH2- originados pela aminação redutiva e ligados 
à diamina (A e A’ na FIGURA 55b). Adicionalmente, aos C1’/H1’ e C6’/H6’ da cadeia 
alquila N-6’-aminohexil derivada da diamina foram atribuídas as correlações 38,0/3,13 
e 40,7/3,02 ppm, respectivamente. Na região de 25,0-28,0/1,80-1,20 ppm foram 
identificadas diferentes correlações para os grupos -CH2- da HMD (FIGURA 55b). 
A região anomérica do espectro de HSQC da fração Fn6 também apresentou 
as díades resistentes à oxidação com periodato A3S e U2’,3S. A correlação em 
104,8/4,58 ppm foi atribuída aos C1/H1 das unidades de β-D-xilose oxidadas e 
aminadas (FIGURA 55c). 
Assim como para Fn3, o espectro de HSQC da fração Fn6 também mostrou 
correlações referentes a extremidades redutoras na região de 97,0-94,0/4,91-
5,35 ppm (FIGURA 55c) (Breitmaier e Voelter, 1990). No entanto, a fração Fn6 parece 





















tendo em vista a presença de correlações adicionais, como em 96,6/5,35 e 
96,6/5,22 ppm (FIGURA 55c). São necessários estudos adicionais destes derivados 
amina para a determinação dos deslocamentos químicos, contudo, a diversidade de 
correlações de C1/H1 redutores pode ter ocorrido em função de diferentes padrões 
de despolimerização das cadeias polissacarídicas destas ulvanas-amina. 
A integração das áreas referentes às díades resistentes nos espectros de 
HSQC das frações Fn3 e Fn6 mostrou que existem três díades do tipo A3S para uma 
díade do tipo U2’,3S. Esta proporção condiz com a encontrada para estas díades 
através da análise de metilação (TABELA 14, página 111). Estas díades resistentes 
somam aproximadamente 50% da ulvana nativa, então pôde-se concluir que 50% da 
ulvana foi oxidada. 
O processo de oxidação-aminação redutiva sequencial representou uma 
abordagem nova na obtenção de derivados aminados. A utilização desta sequência 
reacional com duas diaminas diferentes, 1,3-diaminopropano e 1,6-diaminoexano, 
permitiu obter dois derivados ulvana-amina inéditos, Fn3 e Fn6. Estas ulvanas-amina 
puderam ser parcialmente caracterizadas por métodos químicos e espectroscópicos. 
 
FIGURA 55 - ESPECTRO DE HSQC DA ULVANA-AMINA Fn6 
 
a) 
Região de identificação do 







a) Espectro de HSQC da fração Fn6 obtida da reação de oxidação-aminação redutiva da fração F na 
presença de 1,6-diaminoexano; b) inserto da região do espectro de HSQC da ulvana amina Fn6 que 
identifica a ulvana N-(6’-aminohexil)-amina (Fn6); c) inserto da região anomérica do espectro de HSQC 
da ulvana amina Fn6 (C1/H1). Solvente: D2O, 30 °C; padrão interno acetona (*) (31,45 e 2,225 ppm). 

















7.11 SEMISSÍNTESE DE POLISSACARÍDEOS HÍBRIDOS A PARTIR DAS 
ULVANAS-AMINA Fn3 E Fn6 
Posteriormente à inserção de grupos amina nas ulvanas via oxidação-
aminação redutiva, a semissíntese dos polissacarídeos híbridos foi realizada por meio 
de uma segunda etapa de aminação redutiva em presença das ulvanas-amina, Fn3 
ou Fn6, kappa-carrabiose (fração Kb) e agente redutor. 
A semissíntese dos híbridos-amina foi conduzida de acordo com as condições 
reacionais de aminação redutiva utilizadas para a semissíntese dos híbridos-amida, 
Fd3-Kb e Fd6-Kb. As reações de semissíntese de Fn3-Kb e Fn6-Kb foram conduzidas, 
separadamente, em água com as ulvanas-amina Fn3 ou Fn6, 32,6 mmol.L-1 de kappa-
carrabiose (Kb), 12,5 mmol.L-1 de AcOH e 43 mmol.L-1 de NaBH3CN em pH inicial 
igual a 5,0, sob agitação, a 55 °C por 15 h. As misturas reacionais foram dialisadas e 
os polissacarídeos híbridos foram recuperados após liofilização, resultando nas 
frações Fn3-Kb e Fn6-Kb. 
7.12 CARACTERIZAÇÃO DAS FRAÇÕES HÍBRIDAS Fn3-Kb E Fn6-Kb 
7.12.1 Análises químicas das frações híbridas Fn3-Kb e Fn6-Kb 
As frações Fn3-Kb e Fn6-Kb apresentaram recuperação acima de 100%, o 
que sugere a adição de massa da fração Kb após formação da ligação covalente C-N 
por aminação redutiva (TABELA 25). 
 
TABELA 25 - RECUPERAÇÃO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES Fn3, Fn6, Fn3-Kb e Fn6-Kb 
a Recuperação em relação a massa de material submetido à modificação; b, c, d, e Determinações de 
acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) 
e Lowry et al. (1951), respectivamente; f Análise elementar de N em g% (m/m); g Rotação óptica 
















[α] D g 
(°) 
Fn3 h 23,4 56,9 25,4 17,2 3,6 3,00 - 65,3 
Fn3-Kb 128,0 48,0 19,6 9,0 3,3 1,74 - 36,0 
Fn6 h 55,0 54,9 28,5 13,1 1,8 2,78 - 71,1 
Fn6-Kb 114,0 46,8 29,0 7,9 2,7 1,96 - 60,8 
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As dosagens de carboidratos e proteínas totais foram condizentes com os 
valores encontrados para as frações originais Fn3 e Fn6. A porcentagem de sulfato 
foi similar entre as frações Fn6-Kb e original Fn6. No entanto, para a fração Fn3-Kb 
houve uma diminuição da porcentagem de sulfato em relação à Fn3. Isto pode estar 
correlacionado ao aumento de massa observado para Fn3-Kb, o qual foi maior que 
para Fn6-Kb. Assim, é possível que a substituição dos grupos amino livres tenha sido 
mais eficaz para a fração Fn3-Kb, de forma que esta apresentou maior recuperação 
em massa e menor porcentagem de grupos sulfato (TABELA 25). Apesar da kappa-
carrabiose ser sulfatada, esta apresenta sulfato apenas em C4 da unidade A, portanto, 
não sendo suficiente para incrementar os valores de sulfato. 
O conteúdo de ácidos urônicos também se mostrou diminuído para as frações 
de polissacarídeos híbridos Fn3-Kb e Fn6-Kb, o que pode ser relacionado ao 
incremento de massa pela adição de Kb ao polímero aminado (TABELA 25). 
Também em função do aumento de massa, os polissacarídeos híbridos Fn3-
Kb e Fn6-Kb mostraram teores de nitrogênio diminuídos em relação à Fn3 e Fn6 
(TABELA 25). 
A maior diminuição no valor absoluto de rotação óptica específica foi 
observada para a fração Fn3-Kb, o que sugere a presença de maior quantidade de 
unidades da série enantiomérica D-, para esta fração. Assim, os valores de rotação 
óptica condizem com a maior recuperação de massa para o polissacarídeo híbrido 
Fn3-Kb (TABELA 25). 
7.12.2 Análise de HPSEC-MALLS-RI das frações híbridas Fn3-Kb e Fn6-Kb 
Os cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI das ulvanas-amina híbridas Fn3-Kb 
e Fn6-Kb apresentaram perfis cromatográficos similares às frações Fn3 e Fn6, 
respectivamente. Não foram observadas alterações na detecção de RI na região de 
40 minutos tanto para Fn3-Kb quanto para Fn6-Kb, no entanto ambas também 
mostraram, mesmo que em baixa intensidade, detecção de um pico por MALLS (90°) 
em aproximadamente 37 minutos. Estas populações podem ser representativas dos 
fragmentos da ulvana resistentes à oxidação (FIGURA 56a e b). 
Os cromatogramas referentes ao detector RI para as frações Fn3-Kb e Fn6-
Kb comparadas às frações originais Fn3 e Fn6, respectivamente, mostraram que as 
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distribuições de massa dos polissacarídeos híbridos foram semelhantes às frações 
originais (FIGURA 56c e d). 
As massas molares médias ponderais (Mw) relativas das frações Fn3-Kb e 
Fn6-Kb foram iguais a 74.460 e 77.086 g.mol-1, respectivamente. Assim, as ulvanas-
amina híbridas Fn3-Kb e Fn6-Kb apresentaram aumento de massa de ~5 e 2%, 
respectivamente, sobre as massas molares médias ponderais (Mw) dos 
polissacarídeos originais Fn3 e Fn6 (FIGURA 56c e d). 
 
FIGURA 56 - CROMATOGRAMAS DE HPSEC-MALLS-RI DAS ULVANAS-AMINA HÍBRIDAS Fn3-Kb 
E Fn6-Kb E HPSEC-RI DAS FRAÇÕES F, Fn3, Fn3-Kb, Fn6 E Fn6-Kb 
Cromatogramas de HPSEC-MALLS-RI com o detector MALLS (90°) e índice de refração (RI) plotados 
em relação ao tempo de retenção (min) das frações Fn3-Kb (a) e Fn6-Kb (b). Cromatogramas de 
HPSEC-RI comparativos entre as frações F, Fn3 e Fn3-Kb (c) e F, Fn6 e Fn6-Kb (d). FONTE: O autor 
(2017). 
 
7.12.3 Espectroscopia de RMN das frações Fn3-Kb e Fn6-Kb 
A fração Fn3-Kb foi obtida a partir da segunda etapa de reação de aminação 
redutiva, conduzida com a ulvana-amina Fn3 e a kappa-carrabiose (Kb). O espectro 
de HSQC-editado da fração Fn3-Kb (FIGURA 57) apresentou duas correlações 






grupos -CH2- aminados com DAP (provenientes da primeira etapa de aminação 
redutiva) e (2) em 51,1/3,33, 3,26 ppm, correlação à qual foram atribuídos os C1/H1,1’ 
das unidades de 3,6-anidro-D-galactose da kappa-carrabiose, reduzidas durante a 
segunda etapa de aminação redutiva. Estes assinalamentos de C1/H1,1’ das 
unidades de 3,6-anidro-D-galactose estão de acordo com as análises de RMN das 
frações híbridas obtidas via amidação (página 149) bem como com a literatura 
(Silverstein et al., 2007). 
 
FIGURA 57 - ESPECTRO DE HSQC-EDITADO DA FRAÇÃO Fn3-Kb 
 
 
Correlações negativas em azul. Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). 






A região anomérica do espectro de HSQC-editado da fração Fn3-Kb mostrou 
as correlações referentes às díades A3S e U2’,3S, resistentes à oxidação com periodato, 
e ainda a correlação em 104,0/4,55 ppm, referente aos C1/H1 das unidades de β-D-
galactose 4-sulfato, do dissacarídeo de kappa-carragenana (FIGURA 57) (Lahaye et 
al. 1997; Lahaye, 1998; Gonçalves et al., 2005). 
Na região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC-editado da fração Fn3-Kb 
foi possível identificar a correlação em 67,4/4,20 ppm atribuída ao C2/H2 das 
unidades de 3,6-anidrogalactose, bem como as correlações em 84,9/3,93, 87,5/4,21, 
76,5/4,52 e 74,3/4,04, 3,90 ppm, respectivamente, referentes aos C3/H3, C4/H4, 
C5/H5 e C6/H6,6’ das mesmas unidades. As unidades de β-D-galactose 4-sulfato 
também foram assinaladas pelas correlações 71,6/3,58, 72,8/3,81, 77,5/4,69, 
75,8/3,87 e 62,0/3,81, 3,81 ppm, referentes, respectivamente aos C2/H2, C3/H3, 
C4/H4, C5/H5 e C6/H6,6’ (FIGURA 57) (Gonçalves et al., 2005). 
Ainda no espectro de HSQC-editado da fração Fn3-Kb, a correlação em 
24,0/2,21 ppm foi atribuída a C2’/H2’ do grupo N-3’-aminopropil. As correlações 
referentes a C1’/H1’ e C3’/H3’ provenientes da DAP, não foram visualizadas. A 
ausência da correlação em 40,5/3,01 ppm indica que não há extremidades livres da 
diamina e todas puderam ser reduzidas às ligações C-N, ligando-se a kappa-
carrabiose. A complexidade de ambientes químicos em que se encontram as 
moléculas da diamina no polímero oxidado/aminado pode colaborar para a supressão 
dos sinais referentes às extremidades das diaminas ligadas à ulvana (FIGURA 57). 
A fração Fn6-Kb foi obtida a partir da reação da segunda etapa de aminação 
redutiva conduzida com a ulvana-amina Fn6 e a kappa-carrabiose (Kb). O espectro 
de HSQC-editado da fração Fn6-Kb (FIGURA 58) apresentou em 40,7/3,03 ppm a 
correlação referente a C6’/H6’ do grupo N-6’-aminohexil proveniente da diamina 1,6-
diaminoexano, enquanto as correlações na região de 26,4-26,6/1,74-1,36 ppm foram 
atribuídas aos metilenos C2’/H2’ a C5/H5’. 
As correlações em 51,1/3,27, 3,20 e 49,2/3,29, 3,12 ppm, corresponderam, 
respectivamente, aos C1/H1,1’ das unidades de 3,6-anidrogalactose da kappa-
carrabiose e aos C2/H2 e C3/H3 dos grupos -CH2- (X, X’) obtidos por aminação 
redutiva dos aldeídos formados pela oxidação da ulvana. Estas correlações 









Correlações negativas em azul. Solvente: D2O, 70 °C; padrão interno acetona (31,45 e 2,225 ppm). 
FONTE: O autor (2017). 
 
Assim como para a fração Fn3-Kb, o espectro de HSQC-editado da fração 
Fn6-Kb mostrou, na região anomérica, as correlações referentes às díades A3S e 
U2’,3S, resistentes à oxidação com periodato, além da correlação em 104,1/4,53 ppm, 




reduzida (Lahaye et al. 1997; Lahaye, 1998; Gonçalves et al., 2005). É possível que a 
segunda etapa de aminação redutiva, utilizada para a semissíntese do polissacarídeo 
híbrido Fn6-Kb, tenha promovido a redução das extremidades redutoras formadas na 
etapa de oxidação-aminação redutiva. Assim, observou-se a diminuição da 
intensidade ou o desaparecimento de algumas das correlações na região de 97,0-
94,0/4,91-5,35 ppm, referente aos C1/H1 redutores (FIGURA 58). 
Na região de C2/H2 a C6/H6 do espectro de HSQC-editado da fração Fn6-Kb 
foi possível identificar a correlação em 67,4/4,18 ppm atribuída ao C2/H2 das 
unidades de 3,6-anidrogalactose, bem como as correlações em 85,1/3,92, 87,8/4,20, 
76,7/4,51 e 74,5/4,03, 3,89 ppm, respectivamente, referentes aos C3/H3, C4/H4, 
C5/H5 e C6/H6,6’ das mesmas unidades. As unidades de β-D-galactose 4-sulfato 
também foram assinaladas pelas correlações em 72,0/3,56, 73,1/3,80, 77,8/4,69, 
75,9/3,87 e 62,3/3,81, 3,81 ppm, referentes, respectivamente aos C2/H2, C3/H3, 
C4/H4, C5/H5 e C6/H6,6’ (FIGURA 58) (Gonçalves et al., 2005). 
As integrações das correlações em 40,7/3,03 e 51,1/3,27, 3,20 ppm presentes 
na fração Fn6-Kb permitiram estimar a proporção de ligação entre a kappa-carrabiose 
e a ulvana oxidada. Dentre os grupos N-6’-aminohexil inseridos na ulvana, 60% foram 
ligados à kappa-carrabiose. A fração Fn6 teve 26% de aminação na primeira etapa de 
aminação redutiva, portanto, pôde-se concluir que a ulvana funcionalizada por 
oxidação-aminação foi capaz de ligar aproximadamente 15% de kappa-carrabiose. 
A fração Fn3-Kb apresentou 36% de aminação na primeira etapa de aminação 
redutiva e não apresentou indícios de extremidades de amina livre na segunda etapa, 
portanto, considerou-se que ocorreu 100% de ligação à kappa-carrabiose. Assim a 
fração Fn3 foi capaz de ligar aproximadamente 36% de kappa-carrabiose. 
Essas estimativas do grau de ligação dos grupos amino inseridos na ulvana 
via oxidação-aminação estão de acordo com a recuperação de massa acima de 100% 
para as frações Fn3-Kb e Fn6-Kb. 
As modificações químicas realizadas permitem concluir que a ulvana obtida 
de U. fasciata mostrou-se um polímero natural com excelente versatilidade para 
modificações químicas e que pode ser explorado em diferentes aplicações 
biotecnológicas. A seguir são abordados alguns ensaios biológicos realizados com as 
moléculas obtidas no presente trabalho. 
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7.13 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE METABÓLICA IN VITRO DE FIBROBLASTO 
NORMAL HUMANO (MRC-5) E MELANOMA METASTÁTICO HUMANO (WM9) 
NA PRESENÇA DAS ULVANAS MODIFICADAS 
Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade para células normais e tumorais as 
ulvanas modificadas via amidação e oxidação-aminação redutiva, bem como os 
polissacarídeos híbridos produzidos a partir dos derivados ulvana e kappa-carrabiose, 
F, Fd5m, Fd3, Fd6, Fd3-Kb, Fd6-Kb, Fn3, Fn6, Fn3-Kb e Fn6-Kb (FIGURA 9, página 
56) foram avaliados por meio de ensaios de atividade metabólica pelo método 
colorimétrico do MTT utilizando linhagens de fibroblasto normal humano MRC-5 
(FIGURA 59) e melanoma metastático humano WM9 (FIGURA 60). 
 
FIGURA 59 - LINHAGEM DE FIBROBLASTO NORMAL HUMANO MRC-5 
 
Fotos de microscopia óptica após 96 h de cultivo. FONTE: O autor (2016). 
 
FIGURA 60 - LINHAGEM DE MELANOMA METASTÁTICO HUMANO WM9 
 
Fotos de microscopia óptica após 96 h de cultivo. FONTE: O autor (2017). 
 
180 
7.13.1 Citotoxicidade frente à linhagem de fibroblasto normal humano MRC-5 
A linhagem de fibroblasto humano (pulmonar) MRC-5 foi utilizada para a 
avaliação da citotoxicidade das ulvanas frente a células normais. 
A ulvana nativa F, as ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6 e os híbridos Fd3-Kb e 
Fd6-Kb não apresentaram citotoxicidade frente à linhagem de fibroblasto humano 
MRC-5 após 72 h de exposição, nas concentrações de 25 e 100 μg.mL-1, pois não 
houve significância estatística entre a porcentagem de células metabolicamente ativas 
tratadas com estes polissacarídeos em relação ao controle (FIGURA 61). 
A concentração de 500 μg.mL-1 mostrou-se citotóxica apenas para o 
polissacarídeo híbrido Fd3-Kb, que foi capaz de reduzir a porcentagem de células 
metabolicamente ativas de fibroblasto normal humano em 44,2% em relação ao 
controle. Destaca-se ainda que a ulvana-amida Fd6 e o híbrido-amida Fd3-Kb 
mostraram tendências em diminuir a porcentagem de células normais 
metabolicamente ativas de forma concentração dependente (FIGURA 61). 
As ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6 apresentaram, respectivamente, 37, 46 e 
20% de amidação e redução de aproximadamente 37, 30 e 15% do conteúdo de 
ácidos urônicos em relação à ulvana nativa F (TABELA 18, página 130). Assim, é 
possível inferir que a redução do conteúdo de ácidos urônicos e a amidação com n-
pentilamina, 1,3-diaminopropano e 1,6-diaminoexano não promoveu efeito citotóxico 
nas ulvanas modificadas via amidação testadas pelo método do MTT frente à 
linhagem MRC-5. 
Os híbridos-amida Fd3-Kb (21,9% de sulfato, 12,4% de ácidos urônicos, 
1,56% de nitrogênio) e Fd6-Kb (21,7% de sulfato, 15,3% de ácidos urônicos, 1,16% 
de nitrogênio) apresentaram diferentes taxas de ligação à kappa-carrabiose, sendo 
Fd3-Kb 100% híbrido, pois todas as extremidades amina foram ligadas à Kb, enquanto 
Fd6-Kb mostrou-se 58% híbrido, permanecendo com 42% de extremidades amina 
livres. Assim, pode-se sugerir que o derivado de kappa-carrabiose, em maior 
proporção no híbrido Fd3-Kb, está relacionado com o caráter citotóxico desta fração. 
As ulvanas-amina Fn3 e Fn6 e os híbridos Fn3-Kb e Fn6-Kb apresentaram 
comportamento diferenciado em relação aos derivados ulvanas-amida. A ulvana-
amina Fn6 e os híbridos Fn3-Kb e Fn6-Kb mostraram-se capazes de reduzir 
significativamente a porcentagem de células MRC-5 metabolicamente ativas, quando 
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comparados ao controle, após 72 h de exposição, nas concentrações de 25, 100 e 
500 μg.mL-1 (FIGURA 62). 
 
FIGURA 61 - ATIVIDADE METABÓLICA DA LINHAGEM DE FIBROBLASTO NORMAL HUMANO 
MRC-5 APÓS 72 h DE TRATAMENTO COM ULVANA F, ULVANAS-AMIDA Fd5m, Fd3 E Fd6 E 
HÍBRIDOS-AMIDA Fd3-Kb E Fd6-Kb NAS CONCENTRAÇÕES DE 25, 100 E 500 μg.mL-1 
 
Atividade metabólica da linhagem de fibroblasto normal humano MRC-5 após 72 h de tratamento com 
25, 100 e 500 μg.mL-1 de ulvana F, ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6 e híbridos-amida Fd3-Kb e Fd6-
Kb. A condição controle é representada como 100% de atividade metabólica. Os dados mostrados são 
relativos a 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Significância estatística entre o 
controle e a fração Fd3-Kb de acordo com a ANOVA seguida do teste Tukey (*** = p<0,001). 
 
FIGURA 62 - ATIVIDADE METABÓLICA DA LINHAGEM DE FIBROBLASTO NORMAL HUMANO 
MRC-5 APÓS 72 h DE TRATAMENTO COM ULVANA F, ULVANAS-AMINA Fn3 E Fn6 E HÍBRIDOS-
AMINA Fn3-Kb E Fn6-Kb NAS CONCENTRAÇÕES DE 25, 100 E 500 μg.mL-1 
 
Atividade metabólica da linhagem de fibroblasto normal humano MRC-5 após 72 h de tratamento com 
25, 100 e 500 μg.mL-1 de ulvana F, ulvanas-amina Fn3 e Fn6 e híbridos-amina Fn3-Kb e Fn6-Kb. A 
condição controle é representada como 100% de atividade metabólica. Os dados mostrados são 
relativos a 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Significância estatística entre o 
controle e as frações de acordo com a ANOVA seguida do teste Tukey (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = 
p<0,001). 
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Em comparação com os derivados ulvana-amida, o metabolismo das células 
MRC-5 foi alterado mais drasticamente pelos derivados ulvana-amina, os quais 
provocaram, em média, cerca de 30% de redução na porcentagem de células 
metabolicamente ativas. A ulvana-amina Fn6 e o híbrido-amina Fn6-Kb, reduziram, 
respectivamente, em 47 e 55% o metabolismo das células MRC-5, na concentração 
de 500 μg.mL-1 (FIGURA 62). 
As taxas de aminação de Fn3 e Fn6 foram estimadas em 36 e 26%, 
respectivamente, sendo que a ulvana-amina Fn6 (28,5% de sulfato, 13,1% de ácidos 
urônicos, 2,78% de nitrogênio) apresentou maior tendência citotóxica quando 
comparada a ulvana-amina Fn3 (25,4% de sulfato, 17,2% de ácidos urônicos, 3,0% 
de nitrogênio) (FIGURA 62). 
A ulvana-amina híbrida Fn6-Kb (29% de sulfato, 7,9% de ácidos urônicos e 
1,96% de N) apresentou maior tendência em reduzir a porcentagem de células MRC-
5 metabolicamente ativas quando comparada a híbrida Fn3-Kb (19,6% de sulfato, 
9,0% de ácidos urônicos e 1,74% de N). Nota-se que as frações Fn6 e Fn6-Kb 
apresentaram elevados teores de sulfato (28,5 e 29,0% de sulfato, respectivamente), 
o que pode ter contribuído para a maior tendência em reduzir a atividade metabólica 
das células MRC-5 (FIGURA 62). 
Destaca-se ainda que o processo de oxidação-aminação redutiva promoveu 
modificações mais extensas nas ulvanas quando em comparação com a amidação, 
de modo que a oxidação promove a clivagem das ligações entre C2 e C3 e gera 
estruturas com maiores graus de flexibilidade, em função da abertura da estrutura 
cíclica dos monossacarídeos suscetíveis à oxidação (Kristiansen et al., 2010). 
Adrien e colaboradores (2017) utilizaram o método do MTT para avaliar a 
citotoxicidade de ulvanas de diferentes massas molares, obtidas de Ulva sp., em 
fibroblasto dérmico humano (NHDF) com 72 h de exposição das células aos 
polissacarídeos. Os resultados mostraram que a ulvana de massa molar de 
57.000 g.mol-1, composta predominantemente pela díade de ulvanobiurônico tipo A 
reduziu a proliferação dos fibroblastos em 36 e 50% nas concentrações de 100 e 
500 μg.mL-1, respectivamente, enquanto a fração despolimerizada de menor massa 
(4.000 g.mol-1) não alterou a atividade metabólica dos fibroblastos. 
Os dados apresentados no presente trabalho demonstraram que a ulvana 
nativa F, extraída de U. fasciata, composta por aproximadamente 39% de díades de 
ulvanobiurônico tipo A e massa molar ponderal média (Mw) estimada em 
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211.755 g.mol-1, não promoveu redução da atividade metabólica das células MRC-5, 
assim como os derivados ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6, nas concentrações de 100 
e 500 μg.mL-1. 
Contudo, a diminuição da proliferação celular observada por Adrien e 
colaboradores (2017) foi relacionada ao efeito citostático ao invés do efeito citotóxico, 
tendo em vista que não foram observadas alterações morfológicas das células em 
cultura. Adicionalmente, os autores verificaram o aumento da produção de 
componentes da matriz extracelular das células cultivadas. Estas observações 
permitiram concluir que os fibroblastos cultivados em presença das ulvanas foram 
preferencialmente orientados para a biossíntese de componentes de matriz 
extracelular em detrimento do crescimento celular (Adrien et al. 2017). 
Andrès e colaboradores (2006) demonstraram que oligo- e polissacarídeos 
ricos em α-L-ramnose, isolados de cepas de bactérias do gênero Klebsiella, foram 
capazes de estimular a proliferação de fibroblastos dérmicos humanos (NHDF), além 
de estimular a biossíntese de colágeno e proteger componentes da matriz extracelular 
contra degradação mediada por radicais livres. Essas reações pareceram ser 
desencadeadas por lectinas específicas para reconhecimento de α-L-ramnose, as 
quais transmitem sinais específicos para o interior celular. 
Destaca-se ainda que a ulvana de Ulva lactuca testada em linhagem de 
fibroblasto murino (L929), após 24 h de cultivo foi citocompatível, tendo os autores 
sugerido o uso deste polissacarídeo em aplicações biomédicas (Alves et al., 2013b). 
Os dados obtidos da avaliação das células de fibroblasto normal humano 
MRC-5 sugerem que a ulvana de U. fasciata, assim como as ulvanas-amida e 
híbridos-amida, são citocompatíveis. Entretanto, as ulvanas-amina e híbridos-amina, 
modificadas via oxidação-aminação redutiva, parecem reduzir o metabolismo de 
células normais. 
Neste contexto, as ulvanas Fd3 e Fd6, funcionalizadas com grupos amino 
livres, constituem moléculas inéditas e com potenciais aplicações biotecnológicas, 
como componentes de curativos inteligentes e outros biomateriais. 
 
184 
7.13.2 Citotoxicidade frente à linhagem de melanoma metastático humano WM9 
A linhagem de melanoma metastático humano WM9 foi utilizada para a 
avaliação da atividade citotóxica das ulvanas frente a células tumorais. 
Os resultados dos ensaios de MTT mostraram a porcentagem de células WM9 
metabolicamente ativas tratadas com 25, 100 e 500 μg.mL-1 de polissacarídeo após 
72 h de exposição. Todas as frações de ulvana, nativa e modificadas, promoveram 
diminuição significativa da atividade das células metastáticas de melanoma humano 
WM9 quando comparadas ao controle (FIGURA 63 e FIGURA 64). 
A ulvana nativa F obtida de U. fasciata foi capaz de diminuir a atividade 
metabólica das células WM9 em 27,5; 25,0 e 26,5% para as concentrações de 25, 100 
e 500 μg.mL-1, respectivamente, quando comparadas ao controle (FIGURA 63). 
Shao e colaboradores (2013) avaliaram o efeito citotóxico da ulvana extraída 
de U. fasciata com tempo de exposição de 48 h frente a células tumorais gástrica 
(MKN45) e intestinal (DLD). Esta ulvana exibiu discreta atividade citotóxica de forma 
concentração dependente para ambas as linhagens tumorais, atingindo, na 
concentração de 1 mg.mL-1, aproximadamente 15% de inibição das células gástricas 
MKN45 e 13% das células intestinais DLD. 
Destaca-se que a ulvana F estudada no presente trabalho foi capaz de reduzir 
em 27,5% a atividade metabólica das células WM9, com tempo de exposição de 72 h, 
na concentração de 25 μg.mL-1, uma concentração 40 vezes menor que a mencionada 
para as células tumorais gástrica (MKN45) e intestinal (DLD) utilizada para a ulvana 
estudada por Shao e colaboradores (2013). 
As ulvanas-amida Fd5m e Fd6 apresentaram tendência em diminuir a 
porcentagem das células WM9 metabolicamente ativas conforme se aumenta a 
concentração de polissacarídeo. A ulvana-amida Fd5m diminuiu a atividade 
metabólica de WM9 em 23,5; 27,7 e 30,8% para as concentrações de 25, 100 e 
500 μg.mL-1, respectivamente, enquanto, nestas mesmas concentrações, a ulvana-
amida Fd6 promoveu a diminuição da atividade metabólica de WM9 em 28,2; 33,5 e 
39,4%, respectivamente (FIGURA 63). 
A ulvana-amida Fd3, nas concentrações de 25, 100 e 500 μg.mL-1, 
respectivamente, provocou significativa diminuição de 31,3; 33,5 e 32,2% das células 
WM9 metabolicamente ativas (FIGURA 63). 
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FIGURA 63 - ATIVIDADE METABÓLICA DA LINHAGEM DE MELANOMA METASTÁTICO HUMANO 
WM9 APÓS 72 h DE TRATAMENTO COM ULVANA F, ULVANAS-AMIDA Fd5m, Fd3 E Fd6 E 
HÍBRIDOS-AMIDA Fd3-Kb E Fd6-Kb NAS CONCENTRAÇÕES DE 25, 100 E 500 μg.mL-1 
 
Atividade metabólica da linhagem de melanoma metastático humano WM9 após 72 h de tratamento 
com 25, 100 e 500 μg.mL-1 de ulvana F, ulvanas-amida Fd5m, Fd3 e Fd6 e híbridos-amida Fd3-Kb e 
Fd6-Kb. A condição controle é representada como 100% de atividade metabólica. Os dados mostrados 
são relativos a 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Significância estatística entre 
o controle e as frações de acordo com a ANOVA seguida do teste Tukey (** = p<0,01; *** = p<0,001). 
 
FIGURA 64 - ATIVIDADE METABÓLICA DA LINHAGEM DE MELANOMA METASTÁTICO HUMANO 
WM9 APÓS 72 h DE TRATAMENTO COM ULVANA F, ULVANAS-AMINA Fn3 E Fn6 E HÍBRIDOS-
AMINA Fn3-Kb E Fn6-Kb NAS CONCENTRAÇÕES DE 25, 100 E 500 μg.mL-1 
 
Atividade metabólica da linhagem de melanoma metastático humano WM9 após 72 h de tratamento 
com 25, 100 e 500 μg.mL-1 de ulvana F, ulvanas-amina Fn3 e Fn6 e híbridos-amina Fn3-Kb e Fn6-Kb. 
A condição controle é representada como 100% de atividade metabólica. Os dados mostrados são 
relativos a 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Significância estatística entre o 




Tanto a ulvana-amida Fd6 quanto a ulvana-amida híbrida Fd6-Kb foram 
capazes de diminuir em 39% a atividade metabólica de WM9 em relação ao controle, 
respectivamente, nas concentrações de 500 e 100 μg.mL-1. Destaca-se que a fração 
híbrida Fd6-Kb foi capaz de promover a mesma diminuição da atividade metabólica 
de WM9 que a fração Fd6, no entanto, em concentração cinco vezes menor (FIGURA 
63). A ulvana-amida Fd6 (23,6% de sulfato, 18,7% de ácidos urônicos e 1,77% de 
nitrogênio) mostrou 20% de amidação das unidades de ácido β-D-glucurônico e a 
ulvana-amida híbrida Fd6-Kb (21,7% de sulfato, 15,3% de ácidos urônicos e 1,16% 
de nitrogênio) apresentou-se 58% híbrida, em função das unidades ácido β-D-
glucurônico ligados à kappa-carrabiose. 
As ulvanas modificadas via oxidação-aminação redutiva também foram 
avaliadas em relação a capacidade de alterar o metabolismo de células WM9. As 
ulvanas-amina Fn3 e Fn6 nas concentrações de 25, 100 e 500 μg.mL-1 promoveram 
diminuição significativa da atividade metabólica de WM9, respectivamente, em 28,6; 
31,6 e 31,8% e 27,3; 36,1 e 31,2% em relação ao controle. As ulvanas-amina híbridas 
Fn3-Kb e Fn6-Kb nas concentrações de 25, 100 e 500 μg.mL-1 também promoveram 
diminuição significativa da atividade metabólica de WM9, respectivamente, em 30,5; 
33,4 e 27,0% e 25,5; 24,4 e 31,3% em relação ao controle (FIGURA 64). 
As ulvanas modificadas via oxidação-aminação redutiva foram capazes de 
diminuir em cerca de 30% a atividade metabólica tanto de fibroblasto normal humano 
MRC-5 quanto de melanoma metastático humano WM9. Assim, os derivados ulvana-
amina não parecem atuar de forma seletiva frente a células normais ou tumorais. 
Kaeffer e colaboradores (1999) mostraram que a ulvana nativa (500 μg.mL-1) 
extraída da alga verde U. lactuca não teve efeito citotóxico em células intestinais 
normais obtidas de cultura primária de células colônicas de ratos Wistar, bem como 
em linhagem tumoral de células intestinais (HT-29). No entanto a ulvana 
quimicamente modificada (500 μg.mL-1) por meio da redução dos grupos carboxílicos 
dos ácidos urônicos mostrou efeito inibitório na adesão das células HT-29, sugerindo 
efeito citotóxico. Os autores destacaram que a redução dos ácidos urônicos 
aparentemente aumentaram a acessibilidade dos grupos sulfato aos receptores da 
superfície celular, o que promoveu a citotoxicidade. 
Neste contexto, destacam-se algumas das características estruturais dos 
derivados, produzidos e estudados no presente trabalho (ulvanas-amida, ulvanas-
amina e derivados híbridos), em relação às suas propriedades citotóxicas. As ulvanas-
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amida e híbridos-amida apresentaram em torno de 22 a 25% de grupos sulfato e 
diminuição de 15 a 37% dos grupos carboxílicos em relação à ulvana nativa F, devido 
aos processos de amidação. Enquanto que as ulvanas-amina e híbridos-amina 
apresentaram massas molares ponderais médias relativas (Mw) cerca de 60% 
menores que a ulvana nativa F e apresentaram entre 25 a 30% de grupos sulfato, 
além da maior flexibilidade das cadeias polissacarídicas, em função da oxidação com 
periodato. Assim, destaca-se que as ulvanas-amina e híbridos-amina, mesmo com 
menores Mw, se mostraram citotóxicas tanto para células MRC-5 quanto para células 
WM9, o que pode estar correlacionado aos seus maiores teores de sulfato em relação 
às ulvanas-amida, bem como a flexibilidade das cadeias polissacarídicas, que podem 
ter aumentado a acessibilidade dos grupos sulfato aos receptores celulares. Estes 
detalhes estruturais podem ter promovido a maior capacidade citotóxica observada 
para ulvanas-amina e híbridos-amina em relação às ulvanas-amida e híbridos-amida. 
É importante destacar que as ulvanas nativa e modificadas via amidação 
mostraram baixa capacidade de alterar o metabolismo de fibroblasto normal humano 
MRC-5, ao passo que reduziram em média 30% da atividade metabólica das células 
de melanoma metastático humano WM9. Desta forma, sugere-se que os derivados 
ulvana-amida apresentaram citotoxicidade seletiva para as células de linhagem 
tumoral WM9, o que traz perspectivas interessantes para o uso destas moléculas em 
terapias antitumorais. 
As modificações químicas realizadas no presente trabalho permitem 
aperfeiçoar o potencial antitumoral das ulvanas por meio da produção de 
polissacarídeos conjugados a fármacos anticâncer (Goodarzi et al., 2013). As reações 
de amidação dos grupos carboxílicos dos ácidos urônicos presentes nas ulvanas pode 
ser realizada com diferentes medicamentos quimioterápicos que apresentam aminas 
primárias em suas estruturas, como doxorubicina, exatecana, citarabina, entre outros. 
Ainda há a possibilidade de utilizar duas etapas de amidação e ligantes do tipo diamina 
para promover a conjugação de quimioterápicos que apresentam grupos carboxílicos 
em sua estrutura como o metotrexato e a tretinoína. 
A atividade citotóxica das ulvanas-amida e ulvanas-amina, bem como das 
ulvanas híbridas, abordada no presente trabalho, compõem resultados inéditos em 
termos de modificações químicas bem como na avaliação da atividade de ulvanas 
modificadas frente a células MRC-5 e WM9. Além disso, traz como perspectiva o 
estudo dos mecanismos de ação destas moléculas. 
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7.14 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE 
7.14.1 Teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) 
O tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) é utilizado para o 
monitoramento da formação do coágulo de fibrina e mede o efeito anticoagulante de 
forma geral incluindo todas as proteínas plasmáticas. Assim, as deficiências ou 
inibidores dos fatores de coagulação das vias intrínseca e final comum resultam no 
prolongamento do tempo de coagulação pelo teste de aPTT. Este método avalia a 
ativação dos fatores VIII e IX, além dos fatores de contato. A cefalina utilizada no teste 
atua como substituto plaquetário e a sílica constitui o fator de contato necessário para 
desencadear a coagulação. A ativação do fator XI é dependente de cálcio, por isso é 
necessária a adição de Ca2+ para ativação da cascata (Pomin, 2009). 
As frações originais F e K, as modificadas Fd5m, Fd3, Fd6, Kb, K15, KS e 
KS15, assim como as frações de polissacarídeos híbridos sulfatados Fd3-Kb, Fd6-Kb, 
Fn3-Kb e Fn6-Kb foram avaliadas em relação ao seu potencial anticoagulante no 
ensaio de aPTT. As frações foram testadas nas concentrações de 10, 20, 50, 80, 100 
e 150 μg.mL-1. Os tempos de coagulação obtidos para as frações são mostrados na 
TABELA 26, sendo a salina o controle negativo, com tempo de coagulação igual a 
29,6 ± 1,1 segundos e heparina, na concentração de 10 μg.mL-1, o controle positivo, 
com tempo de coagulação > 300 segundos. Os tempos de coagulação foram 
resultantes de triplicatas de um experimento independente. 
Para facilitar a comparação entre a atividade anticoagulante das frações, 
foram calculadas, para cada fração, as concentrações necessárias para triplicar o 
tempo de coagulação da salina (29 x 3 = 88 s) utilizando as equações obtidas por 
regressão linear dos tempos de coagulação plotados (s) em função das concentrações 
(μg.mL-1) testadas (TABELA 27). Desta forma as frações puderam ser comparadas 
em relação às concentrações necessárias para promover a coagulação num mesmo 
intervalo de tempo durante o teste de aPTT. 
Assim, estimou-se que a ulvana F necessita de aproximadamente 
1000 μg.mL-1 para alcançar a coagulação em três vezes o tempo da salina, enquanto 
a fração Fd5m o faz com 1300 μg.mL-1. As demais frações de ulvanas modificadas 
triplicam o tempo de coagulação da salina em concentrações entre 2400 a 
3000 μg.mL-1, com exceção das frações Fd6-Kb, Fn3 e Fn3-Kb, as quais promovem 
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a coagulação em 88 s quando em concentrações de pelo menos 5200 μg.mL-1, 
demonstrando menor capacidade anticoagulante (TABELA 27). 
 
TABELA 26 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE UTILIZANDO O ENSAIO 
TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (aPTT) 
Controle negativo: salina, 29,6 ± 1,1 s; Controle positivo: heparina, 10 μg.mL-1, >300 s. 
 
TABELA 27 - DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE FRAÇÃO NECESSÁRIA PARA 
TRIPLICAR O TEMPO DE COAGULAÇÃO SANGUÍNEA DA SALINA 
 
Faggio e colaboradores (2016) mostraram a ação anticoagulante de 
polissacarídeos de Ulva fasciata e Agardhiella subulata (Rhodophyta) por testes de 
aPTT. As frações polissacarídicas foram testadas nas concentrações de 10 e 
20 mg.mL-1. Os tempos de coagulação foram de 92 e 88 s para os extratos a 10 e 
Fração 
Concentração dos compostos (μg.mL-1) 
10 20 50 80 100 150 
F 28,8 ± 0,6 30,6 ± 1,8 34,9 ± 0,3 33,6 ± 0,9 35,2 ± 0,0 36,4 ± 1,9 
Fd5m 29,3 ± 1,0 32,8 ± 0,5 35,5 ± 2,1 36,5 ± 0,9 34,4 ± 3,0 37,1 ± 1,5 
Fd3 29,5 ± 0,2 30,9 ± 1,2 30,1 ± 0,4 33,5 ± 2,1 30,6 ± 0,1 32,5 ± 1,8 
Fd6 30,5 ± 0,7 31,6 ± 0,8 30,7 ± 0,5 35,9 ± 0,6 30,9 ± 0,2 33,6 ± 0,6 
Fd3-Kb 29,1 ± 1,0 29,2 ± 0,6 32,3 ± 2,0 32,2 ± 0,6 30,2 ± 0,6 31,4 ± 0,3 
Fd6-Kb 28,8 ± 0,5 30,1 ± 1,8 30,4 ± 0,7 32,4 ± 1,0 30,2 ± 0,7 31,0 ± 0,5 
Fn3 29,2 ± 0,1 29,3 ± 0,7 29,9 ± 0,2 30,4 ± 0,3 29,5 ± 0,3 30,7 ± 0,2 
Fn6 29,5 ± 0,5 28,9 ± 0,3 30,2 ± 0,5 30,4 ± 0,5 31,2 ± 0,2 32,7 ± 1,3 
Fn3-Kb 29,7 ± 0,8 29,1 ± 0,3 29,5 ± 0,4 30,2 ± 0,3 30,2 ± 1,7 30,6 ± 0,4 
Fn6-Kb 29,1 ± 0,2 29,1 ± 0,1 29,6 ± 0,4 30,1 ± 1,2 29,3 ± 0,5 31,7 ± 0,5 
K 30,2 ± 0,3 29,9 ± 0,8 34,1 ± 0,9 36,7 ± 1,7 42,0 ± 1,7 46,8 ±2,4 
Kb 40,1 ± 0,8 31,3 ± 1,9 29,5 ± 0,3 33,1 ± 0,4 31,2 ± 0,4 30,7 ± 0,3 
K15 29,7 ± 1,0 31,1 ± 0,7 40,9 ± 0,6 44,1 ± 0,2 42,4 ± 0,4 46,7 ± 1,6 
KS 71,2 ± 1,3 145,9 ± 2,1 >300 >300 >300 >300 










F 1107,3 Fd6-Kb 5477,3 K 476,5 
Fd5m 1298,1 Fn3 5157,1 Kb 56922,0 
Fd3 3714,4 Fn6 2406,1 K15 475,2 
Fd6 3599,9 Fn3-Kb 5218,6 KS 11,6 
Fd3-Kb 3742,5 Fn6-Kb 3102,9 KS15 17,5 
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20 mg.mL-1 de U. fasciata, respectivamente, e > 100 s em ambas as concentrações 
testadas para os polissacarídeos de Agardhiella subulata (Faggio et al., 2016). 
No entanto, deve-se considerar que as concentrações testadas por Faggio e 
colaboradores (2016) foram pelo menos 67 vezes maiores do que a maior 
concentração avaliada pelo teste de aPTT do presente estudo. Ainda, destaca-se que 
a heparina, principal droga terapêutica utilizada como anticoagulante apresenta forte 
atividade anticoagulante nas concentrações em escalas de μg.mL-1. 
Os extratos polissacarídicos obtidos de algumas algas verdes, incluindo Ulva 
pertusa, foram testados em relação ao tempo de tromboplastina parcial ativada por 
Athukorala e colaboradores (2007). Dentre os extratos polissacarídicos de algas 
verdes testados, o polissacarídeo de U. pertusa foi o que menos teve capacidade de 
prolongar a coagulação a uma concentração de 100 μg.mL-1, promovendo a 
coagulação em 55 s. As algas dos gêneros Monostroma e Codium, as quais não 
biossintetizam ulvanas, foram as que mais prolongaram o tempo de coagulação, 
promovendo a coagulação em 200 e 250 s, respectivamente, na concentração de 
100 μg.mL-1 (Athukorala et al., 2007). 
Os resultados dos testes de aPTT produzidos no presente estudo, mostraram 
que a ulvana obtida de U. fasciata, bem como as frações modificadas por amidação e 
oxidação-aminação redutiva, não apresentaram atividade anticoagulante nas 
concentrações entre 10 a 150 μg.mL-1. 
Ambas as estratégias de modificação química utilizadas no presente trabalho 
permitiram a inserção de grupos amino nas ulvanas, resultando na adição de caráter 
catiônico às ulvanas sulfatadas. Neste contexto, destaca-se que a protamina, um 
polipeptídeo positivamente carregado, é capaz de reverter a ação anticoagulante da 
heparina em casos de sobredosagem terapêutica ou ainda após cirurgias que 
requerem circulação extracorpórea (Ainle et al., 2009; Goldman et al., 1969). Este 
polipeptídeo reverte o efeito anticoagulante que as heparinas não fracionadas (UFH) 
causam na trombina e no fator X ativado (Xa), bem como a ação anticoagulante das 
heparinas de baixa massa molar (LMWH) em relação à trombina, mas não é capaz de 
reverter o efeito anti-Xa das LMWH (Veen et al., 2011). 
A ação anticoagulante da heparina é neutralizada pela protamina em baixas 
concentrações (Ainle et al., 2009). Os grupos catiônicos de arginina, presentes na 
protamina, interagem eletrostaticamente com os grupos aniônicos da heparina, 
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contudo a protamina não é capaz de diferenciar entre sequências ativas e inativas da 
heparina (Racanelli e Fareed, 1992; Bromfield et al., 2013).  
Tendo em vista a ação neutralizante da protamina em relação a heparina, é 
possível inferir que o caráter catiônico das ulvanas-amida e ulvanas-amina evite ou 
desfavoreça interações entre estes polissacarídeos e as proteínas do sistema de 
coagulação. Assim, a ausência de atividade anticoagulante destes polímeros amplia 
suas possíveis aplicações biotecnológicas, de maneira que as ulvanas-amida podem 
compor materiais que entram em contato com o organismo humano sem comprometer 
a coagulação sanguínea, podendo ser utilizadas na engenharia de tecidos, produção 
de membranas e estruturas 3D que mimetizam a matriz extracelular ou, ainda, como 
biomateriais para produção de curativos inteligentes (Alves et al., 2012a,b; Zieris et 
al., 2010; Yang et al. 2015; Han et al., 2015; Barros et al., 2013). 
Sob outra perspectiva, a adição de grupos aniônicos nas carragenanas 
quimicamente sulfatadas, promoveu o aumento da atividade anticoagulante das 
frações KS e KS15, quando comparadas as frações K e K15. 
A fração KS na concentração de 10 μg.mL-1 de plasma apresentou um tempo 
de coagulação de 71 s, mostrando um aumento de 2,4 vezes o tempo de coagulação 
da salina e inibiu completamente a coagulação na concentração de 50 μg.mL-1. 
Enquanto a fração KS15 foi capaz de prolongar o tempo de coagulação do controle 
negativo em 3 s na concentração de 20 μg.mL-1, atingindo a completa inibição da 
coagulação na concentração de 80 μg.mL-1. Contudo, a fração nativa K e a fração K15 
prolongaram o tempo de coagulação em apenas 1,6 s na concentração 150 μg.mL-1 
(TABELA 26). 
A análise da TABELA 27 mostrou que as frações quimicamente sulfatadas KS 
e KS15 apresentam os maiores potenciais anticoagulantes. Estimou-se que são 
necessários apenas 11,6 e 17,5 μg.mL-1 de KS e KS15, respectivamente, para que 
ambas tripliquem o tempo de coagulação da salina (equivalente a 88 s) (TABELA 27). 
Enquanto que para as frações K e K15 o tempo de 88 s pode ser alcançado com as 
concentrações de 478,5 e 475,2 μg.mL-1, respectivamente, demonstrando a 
necessidade de se aumentar em 40 vezes as concentrações destas frações para que 
as mesmas possam atuar como anticoagulantes na mesma intensidade que as 
frações quimicamente sulfatadas KS e KS15. 
A ação anticoagulante de polissacarídeos sulfatados ocorre principalmente 
por meio da potencialização das serpinas, como a antitrombina (AT) e o cofator II da 
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heparina (HCII), inibidores naturais das proteases plasmáticas. Os mecanismos pelos 
quais os polissacarídeos atuam na inibição da coagulação podem constituir alterações 
alostéricas nas serpinas ou ainda ligações simultâneas com a protease e a serpina 
(Pomin, 2009). 
O teste de aPTT avalia a inibição da coagulação de forma geral, incluindo 
todas as proteinases plasmáticas, enquanto os testes de TT e PT avaliam a etapa final 
da coagulação. Desta forma, as frações K, K15, KS e KS15, as quais apresentaram 
atividade anticoagulante pelo teste de aPTT, também foram avaliadas nos testes de 
TT e PT. 
7.14.2 Testes de tempo de trombina (TT) e tempo de protrombina (PT) 
O teste de tempo de trombina (TT) é utilizado para avaliar a última etapa do 
processo de coagulação, a formação de fibrina mediada pela trombina. O fibrinogênio 
é convertido em fibrina pela adição da trombina bovina purificada e então é medido o 
tempo necessário para formar o coágulo. O tempo de protrombina (PT) mede o tempo 
que o sangue demora para coagular na presença de um excesso de protrombina e 
cálcio, avaliando a via extrínseca da cascata da coagulação (Alban e Franz, 2001). 
As frações K, K15, KS e KS15 foram avaliadas em relação ao seu potencial 
anticoagulante frente aos ensaios de TT e PT. As frações foram testadas nas 
concentrações de 10, 50, 100 e 150 μg.mL-1. Os tempos de coagulação obtidos para 
as frações são mostrados na TABELA 28 e TABELA 29, sendo a salina o controle 
negativo, com tempos de coagulação iguais a 19,7 ± 0,9 e 17,4 ± 0,1 segundos e 
heparina, na concentração de 20 μg.mL-1, o controle positivo, com tempo de 
coagulação > 100 s. Os tempos de coagulação de cada ensaio são resultantes de 
triplicatas de um experimento independente. 
A avaliação do tempo de trombina das frações obtidas da kappa-carragenana 
mostrou que as frações K e K15 foram pouco ativas no processo de ativação de 
fibrinogênio em fibrina. No entanto, KS e KS15, na concentração de 50 μg.mL-1 
alcançaram a inibição total da coagulação pelo teste de TT, demonstrando que as 
alterações promovidas pela hidrólise da fração KS não afetaram a ação anticoagulante 





TABELA 28 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE UTILIZANDO O ENSAIO 
TEMPO DE TROMBINA (TT) 
Controle negativo: salina, 19,7 ± 0,9 s; Controle positivo: heparina, 20 μg.mL-1, >100 s. 
 
Os resultados do teste de PT mostraram que as frações K e K15 não 
promovem ação anticoagulante por meio da protrombina. Destaca-se ainda, que a 
fração KS15 teve sua atividade anticoagulante bastante reduzida para a etapa de 
formação de trombina, quando comparada aos testes de aPTT e TT. A fração KS 
mostrou prolongar o tempo de coagulação em apenas 28,8 s em relação ao controle 
negativo (salina, 17,4 s), na concentração de 150 μg.mL-1 de plasma, não tendo 
alcançado a inibição da coagulação pelo teste de PT. 
 
TABELA 29 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE UTILIZANDO O 
ENSAIO TEMPO DE PROTROMBINA (PT) 
Controle negativo: salina, 17,4 ± 0,1 s; Controle positivo: heparina, 20 μg.mL-1, > 100 s. 
 
A fração KS mostrou-se ativa em todos os ensaios anticoagulantes, 
demonstrando o potencial anticoagulante das moléculas sulfatadas. No entanto, é 
interessante destacar que as atividades biológicas alcançadas por moléculas 
sulfatadas são dependentes de outras características além da presença dos grupos 
sulfato, como a posição das substituições e a massa molar (Yermak et al., 2012). 
Em conjunto, os dados de atividade anticoagulante mostraram que a ulvana 
de U. fasciata e a kappa-carragenana de K. alvarezii, mesmo sendo sulfatadas, não 
apresentaram os mesmos efeitos na coagulação. Além disso, a inserção de grupos 
amino na ulvana bem como a semissíntese dos polissacarídeos híbridos não 
Fração 
Concentração dos compostos (μg.mL-1) 
10 50 100 150 
K n.d. 23,2 ± 1,1 28,2 ± 1,8 25,6 ± 1,8 
K15 19,2 ± 0,1 21,3 ± 1,6 24,3 ± 0,8 26,0 ± 2,6 
KS 34,9 ± 1,2 >100 >100 >100 
KS15 28,2 ± 1,5 >100 >100 >100 
Fração 
Concentração dos compostos (μg.mL-1) 
10 50 100 150 
K 17,4 ± 0,8 17,6 ± 0,7 22,1 ± 0,8 19,4 ± 0,5 
K15 17,8 ± 0,1 18,2 ± 0,1 21,5 ± 3,5 17,4 ± 1,0 
KS 20,4 ± 1,4 28,3 ± 0,4 40,7 ± 0,8 46,2 ± 1,4 
KS15 19,6 ± 0,9 20,6 ± 0,1 24,9  ± 0,2 28,1 ± 1,3 
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promoveram ação anticoagulante destes polissacarídeos. Assim, modificações 
químicas de ulvana via amidação e oxidação-aminação redutiva podem constituir 
estratégias de modificação que não restrinjam o uso destes polímeros em sistemas 




 Foram obtidos e caracterizados 9 derivados inéditos a partir da ulvana extraída 
da alga verde U. fasciata. 
 As reações de amidação e de oxidação-aminação redutiva permitiram a 
obtenção de 5 derivados inéditos, sendo 3 derivados ulvana-amida e 2 
derivados ulvana-amina, representados pelos esquemas abaixo: 
 
 
 Durante o processo de otimização das reações de amidação foi possível obter 
ulvanas-amida com diferentes graus de amidação a partir da variação do pH 
reacional e dos equivalentes de EDC e NHS. 
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 O estudo das condições de amidação com 1,3-diaminopropano mostrou que 
melhores taxas de amidação da ulvana são obtidas quando se utiliza excesso 
de pelo menos 1,25 miliequivalente de NHS em relação à EDC.  
 A partir da ulvana e da kappa-carragenana, dois polissacarídeos naturalmente 
sulfatados estruturalmente distintos e obtidos de macroalgas marinhas, foram 
semissintetizados e caracterizados 4 polissacarídeos híbridos inéditos, 
representados pelos esquemas abaixo: 
 
 
 O processo de otimização das reações de aminação redutiva da ulvana-amida 
Fd3 com kappa-carrabiose demonstrou a possibilidade de promover as 
ligações covalentes em meios reacionais compostos por água/metanol nas 
proporções 1:3, 1:1 e 1:0. 
 Utilizando a condição de aminação redutiva em meio aquoso, sem adição de 
solvente, foi possível promover a ligação de todas as extremidades N-(3’-
aminopropil)-amida da ulvana-amida Fd3 à kappa-carrabiose, resultando no 
polissacarídeo 100% híbrido Fd3-Kb, o qual apresentou todas as unidades 
monossacarídicas amidadas (46% das unidades de ácido urônico) ligadas à 
kappa-carrabiose. 
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 As ulvanas nativa e modificadas via amidação mostraram baixa capacidade de 
alterar o metabolismo de fibroblasto normal humano MRC-5, ao passo que 
reduziram em média 30% da atividade metabólica das células de melanoma 
metastático humano WM9, sugerindo que a ulvana F obtida de U. fasciata e 
seus derivados ulvana-amida apresentaram citotoxicidade seletiva para as 
células de linhagem tumoral WM9. 
 O caráter catiônico dos grupos amino inseridos nas ulvanas modificadas evita 
ou desfavorece interações entre estes polissacarídeos e as proteínas do 
sistema de coagulação. Assim, a ausência de atividade anticoagulante destes 
polímeros amplia suas possíveis aplicações biotecnológicas, de maneira que 
as ulvanas-amida podem compor biomateriais que não comprometem o 




 Os derivados amida produzidos no presente trabalho trazem perspectivas para 
aperfeiçoar o potencial antitumoral das ulvanas por meio da produção de 
polissacarídeos conjugados a fármacos antitumorais. 
 Os derivados obtidos ainda podem ser avaliados em relação a outras atividades 
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